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RESUMO 

 

 

A sarna da batata é uma das principais doenças bacterianas que afetam a cultura e é 

causada por Streptomyces scabiei e outras diferentes espécies do gênero. Os 

sintomas característicos da sarna comum são lesões tipicamente arredondadas com 

uma textura áspera e corticosa e variam a profundidade podendo ser superficial, 

elevada e profunda com coloração de pardo-clara a pardo-escura. O presente estudo 

teve por objetivo, caracterizar a diversidade genética de 43 linhagens de Streptomyces 

scabiei, isoladas de diferentes regiões produtoras do Brasil por meio da técnica de rep-

PCR (REP-, ERIC- e  BOX-PCR) e avaliar o potencial antagônico de dez linhagens de 

Streptomyces  sp. isoladas de cupinzeiro ou solo, 14 linhagens de Bacillus subtilis e 

uma de Paenibacillus  sp. no controle da sarna da batata por meio de testes in vitro. 

Nesses testes foram empregadas as técnicas de difusão em Ágar, semeadura por 

estrias, produção de compostos voláteis e pareamento de culturas. Por último, 

linhagens de B. subtilis foram avaliadas quanto à capacidade de promover o 

crescimento de plantas de batata in vivo. Resultados obtidos com análises de 

fingerprinting possibilitaram a construção de dendogramas de similaridade. Nos 

experimentos com o iniciador BOX A1R verificou-se a formação de vários grupos de 

similaridades de 2 a 100%, sendo observada uma grande variabilidade genética entre 

as linhagens analisadas. Com relação aos experimentos empregando-se os 

iniciadores ERIC1R/ ERIC2 observou-se similaridades entre 3 a 100% com a formação 

de diversos agrupamentos, onde não foi possível a separação das linhagens por 
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origem geográfica e/ou variedade de batata afetada. Nos testes de difusão em ágar, 

somente foi observado halo de inibição nos ensaios com a linhagem de Streptomyces  

sp. PA 03, isolada de solo. A dificuldade em inativar as linhagens de B. subtilis 

impossibilitou a realização do teste de semeadura por estrias. Nos testes de avaliação 

de produção de metabólitos voláteis, verificou-se 33,33% de inibição no crescimento 

da linhagem Tipo de S scabiei (IBSBF 2049T) quando a linhagem de B. subtilis IBSBF 

810 foi testada. Nos testes com a linhagem de S. scabiei IBSBF 2298, foi observada 

uma taxa 37,37% de inibição com a linhagem de B. subtilis IBSBF 814 e 36,36% com 

IBSBF 899. As nove linhagens de Streptomyces  sp. isoladas de cupinzeiro ou solo 

não produziram qualquer efeito de inibição no crescimento das linhagens de S. scabiei 

IBSBF 2049T e 2318. Por outro lado, nos testes com a linhagem IBSBF 2298 

observou-se que a linhagem PA 27 causou 14,43% de inibição; as linhagens PA 10 e 

LC 32 causaram 20,75%; a linhagem MC 25, 23,45%; e o melhor resultado foi de 

30,64% utilizando-se a linhagem Streptomyces  sp. LC 03. Nos testes de pareamento 

de culturas com as linhagens IBSBF 2049T e 2318 não foram observadas diferenças 

significativas entre as nove linhagens de B. subtilis testadas e o controle. Nos ensaios 

com a linhagem IBSBF 2298 e B. subtilis IBSBF 814 a porcentagem de inibição foi de 

22,65%, enquanto que com a linhagem IBSBF 897, 20,25% e IBSBF 812, 19,08%. 

Nos testes com as linhagens de Streptomyces sp. somente a linhagem PA 27 (solo) 

apresentou 12% de inibição no crescimento da linhagem IBSBF 2318. No teste de 

promoção de crescimento, os melhores resultados foram obtidos com as linhagens 

IBSBF 898 e 896, com 37,07% e 35,71% de aumento de massa seca. 

 

Palavras – chaves: Solanum tuberosum, rep-PCR, antagonismo, promoção de 

crescimento. 
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ABSTRACT 
 
Potato scab is a major bacterial disease that affects the culture and is caused by 

Streptomyces scabiei and another species of the genus. The characteristic symptoms 

of common scab are typically rounded lesions with a rough texture of cork that can 

appear high, on the surface or deep into the potato, with coloration range from pale to 

dark brown. The present study aimed to characterize the genetic diversity of 43 strains 

of Streptomyces scabiei isolated from different producing areas in Brazil through the 

technique of rep-PCR (REP-, ERIC- and BOX-PCR), and evaluate the antagonistic 

potential of 14 strains of Bacillus subtilis, one strain of Paenibacillus sp. and ten strains 

of Streptomyces sp., isolated from termite nest or soil, for the control of potato scab in 

vitro. The techniques used in the work were agar diffusion, streak method, production 

of volatile compounds and pairing of cultures. Finally, strains of B. subtilis were 

evaluated for the ability to promote potato plant growth in vivo. Results obtained from 

fingerprinting analyzes allowed the construction of similarity dendrograms. In the 

experiments with the BOX A1R primer sequence distinct groups were formed with a 

high genetic variability between the strains (similarity from 2% to 100%). The 

experiments with ERIC1R / ERIC2 primes showed similarities ranging 3% to 100% with 

the several groups. In both experiments it was not possible to separate the strains by 

geographical origin or variety of potato plant. On the tests of agar diffusion it was 

observed that the strains of B. subtilis and Paenibacillus  sp. showed no inhibition zone 

for pathogenic strains. The inhibition zone was only observed in the tests with the strain 

of Streptomyces  sp PA 03, isolated from soil. The difficulty in inactivating the strains of 

B. subtilis prevented the achievement of streak method. On the evaluation tests of 
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production of volatile compounds it was observed a 33.33% inhibition rate on the 

growth of strain of S scabiei (IBSBF 2049T) when the strain of B. subtilis IBSBF 810 

was tested. On the tests with the strain of S. scabiei 2298 IBSBF a 37.37% inhibition 

rate was observed with the strain of B. subtilis IBSBF 814 and 36.36% with IBSBF 899. 

On this assay it was observed that the nine strains of Streptomyces sp. isolated from 

soil or termite nest had no effects on the growth of strains of S. scabiei IBSBF 2049T 

and 2318. Otherwise on the tests with the IBSBF 2298 strain it was observed that the 

PA 27 strain caused 14,43% of inhibition. The PA 10 and LC 32 strains caused 

20.75%; the MC 25 strain 23.45% and the best result was 30.64% caused by 

Streptomyces sp. LC 03 strain. On the tests of pairing of cultures with S. scabiei IBSBF 

2049T and 2318 no significant differences were observed among the nine strains of B. 

subtilis tested and the control. On the tests with S. scabiei IBSBF 2298 strain with B. 

subtilis IBSBF 814 it was found 22.65% inhibition while with the strain IBSBF 897 the 

percentage was 20.25% and IBSBF 812 strain was 19.08%. On the tests with strains of 

Streptomyces sp. isolated from soil or termite nest, only PA 27 strain (isolated from 

soil) showed 12% of inhibition of the growth of IBSBF 2318 strain. On the test of growth 

promotion the best result was obtained by inoculation with IBSBF 898 strain, showing 

37.07% dry weight increase; the IBSBF 896 strain showed 35,71%. 

Keywords:  Solanum tuberosum, rep-PCR, antagonism, growth promotion.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A batata (Solanum tuberosum L.), originária da região dos Andes e difundida para 

diversos países, é uma cultura de grande importância alimentícia e um dos alimentos mais 

completos em termos nutricionais, sendo o terceiro alimento mais produzido no mundo, 

depois do arroz e trigo (SHIMOYAMA, 2012). Devido às suas características nutricionais, é 

um dos vegetais mais importantes na dieta alimentar de vários países e é considerada a 

segunda maior fonte de nutrientes para a humanidade, sendo superada somente pelo ovo. 

Além disso, é um alimento de fácil cultivo, com alto rendimento por área quando comparada 

a outros alimentos e com demanda crescente da sua produção (FAO, 2010). 

No Brasil, os principais estados produtores são Minas Gerais, Paraná, São Paulo, 

Rio Grande do Sul, Bahia, Goiás, Santa Catarina, Espírito Santo, Distrito Federal e Paraíba 

(IBGE, 2013). As cultivares de batata mais plantadas no país são importadas, sendo elas 

Ágata, Monalisa, Asterix, Atlantic, Cupido e Mondial. A cultivar Ágata é muito produtiva, mas 

muito suscetível às doenças. A produção atende ao mercado interno e o consumo anual é 

abaixo de 10 kg por pessoa. Muito pouco do produto é destinado à exportação, 

principalmente sob a forma de batata processada (FAO, 2008). 

A produtividade brasileira de batata ainda é considerada baixa devido principalmente 

às pragas e doenças causadas por fungos, bactérias, vírus e pragas, que afetam essa 

cultura (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; SHIMOYAMA, 2008). 

Entre as doenças bacterianas que atacam a cultura, podemos citar a murcha 

bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, a podridão mole causada por bactérias do 

gênero Pectobacterium e a sarna da batata, causada por diferentes espécies de bactérias 

do gênero Streptomyces. Esta última é de ocorrência generalizada nas regiões produtoras 

do Brasil e é considerada uma das doenças de maior importância econômica, pois reduz 

consideravelmente a comercialização do produto devido aos sintomas externos causados 

nos tubérculos (HOOKER, 1981).  

A incidência da sarna nos campos de produção depende de diversos fatores como a 

adaptação ou predominância de espécies de Streptomyces mais agressivas, o aumento da 

área plantada com variedades de batata suscetíveis, a dispersão de Streptomyces 

patogênicos por meio de batata semente contaminada e práticas culturais que promovam 

condições favoráveis à sarna, como a compactação e a alteração da microbiota do solo 

devido ao uso indiscriminado de defensivos agrícolas (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; 

SHIMOYAMA, 2008). 

Considerando os fatores favoráveis ao desenvolvimento da doença, diferentes 

estratégias de controle podem ser adotadas a fim de reduzir a incidência e severidade da 
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sarna da batata. Dentre elas, podemos citar o uso de cultivares resistentes à doença, a 

utilização da batata semente certificada, o tratamento dos tubérculos antes do plantio, a 

manutenção de umidade e acidificação do solo, rotação com culturas não hospedeiras, 

controle químico e controle biológico. Entretanto, essas práticas apresentam resultados 

limitados quando aplicadas isoladamente (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; 

SHIMOYAMA, 2008). 

O controle biológico é uma alternativa promissora no controle de fitopatógenos e vem 

sendo empregado em diversos estudos (SHODA, 2000; HARMAN, 2000; BYRNE et al., 

2005; RAN et al., 2005; LEMESSA; ZELLER, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Os gêneros de 

bactérias antagonistas de maior prevalência são Pseudomonas do grupo fluorescentes (P. 

putida e P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces spp. e representantes da família 

Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al., 2008). 

O uso de micro-organismos antagonistas como agentes de biocontrole da sarna ou a 

incorporação de adubos verdes tem sido explorado na busca de reduzir a incidência de 

doenças. Os relatos mostram que há variações neste controle dependendo do patógeno em 

questão. 

Outro ponto importante envolvendo o controle dessa doença consiste no fato de que 

é necessário se ter uma ideia da diversidade genética de linhagens de S. scabiei que 

ocorrem no país para um melhor entendimento das diferentes populações dessa espécie no 

desenvolvimento da doença no campo. Uma das ferramentas moleculares empregada em 

estudos de diversidade genética é a técnica de rep-PCR. Esta técnica consiste na 

amplificação, por PCR (Polymerase Chain Reaction), e análise de sequências repetitivas 

REP (Repetitive Extragenic Palindromic sequence), ERIC (Enterobacterial Repetitive 

Intergenic Consensus sequence) e BOX (elementos BOX) (DE BRUIJN, 1992; LOUWS; 

RADEMAKER; DE BRUIJN, 1992).  

O presente projeto teve como objetivo avaliar o potencial antagônico de linhagens de 

Streptomyces sp., isoladas de cupinzeiro ou solo, Paenibacillus sp., Bacillus subtilis contra 

linhagens de S. scabiei isoladas das principais regiões produtoras de batata no Brasil 

visando o controle da sarna da batata no país. Outro objetivo foi a diversidade genética de 

linhagens de Streptomyces scabiei isoladas de diferentes regiões produtoras no país por 

meio da técnica de rep-PCR. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Histórico da cultura da batata e dados de produção no Brasil 

 

 

O primeiro registro do cultivo da batata fora da América do Sul foi no ano de 1567 

nas Ilhas Canárias (Espanha) e a partir desse país foi então disseminada por toda Europa e 

posteriormente difundida para as outras partes do mundo (AMES; SPOONER, 2008). 

Na Irlanda no século XIX, a batata atingiu o apogeu no cultivo, sendo que o consumo 

alcançou 200 kg/ano representando 80% da base da alimentação. Mas, o fato da 

alimentação depender de apenas um alimento representou uma grande vulnerabilidade, o 

desastre ocorreu nos anos de 1845 e 1846, quando as lavouras de batata foram dizimadas 

por uma doença severa causada por Phytophthora infestans, denominada de “Fome 

Irlandesa da Batata”, resultando em pobreza e emigração. Calculou-se que morreram cerca 

de um milhão de pessoas, enquanto que dois milhões emigraram (BROWN, 1993). 

Na virada do século XIX, a cultura da batata já estava disseminada por todo mundo, 

sendo considerada um recurso alimentar universal. Com isso a ONU (Organização das 

Nações Unidas) declarou 2008 como o “Ano Internacional da Batata”, considerada um 

componente importante para mitigar a fome e a miséria nos países em desenvolvimento 

(FAO, 2008). 

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization), o maior produtor de 

batata na America Latina é o Brasil. Em 2013, a produção destinada para o consumo interno 

foi de 3,73 milhões de toneladas em uma área de cerca de 136 mil hectares (ha), com 

rendimento (produtividade por área) de 27,4 toneladas por hectare (IBGE, 2013). Na década 

2000-2010 houve um aumento na produção e no rendimento por área, apesar da redução 

de área plantada. Segundo projeções do agronegócio dos anos de 2010 a 2020, realizadas 

pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), a produção de batata 

deverá crescer a uma taxa anual de 1,51% atingindo 4,2 milhões de toneladas e a 

produtividade por hectare deverá crescer 2,62%. Além disso, a melhoria tecnológica 

introduzida deverá levar à redução de cerca de 1,08% da área destinada para o plantio da 

cultura da batata (MAPA, 2010). Entretanto, segundo a Associação Brasileira da Batata 

(ABBA), o consumo e a produção nacional têm diminuído devido a uma série de fatores 

como o crescimento das importações do produto pré-frito e congelado, a falta de variedades 

que agradem os consumidores e a forma equivocada de comercialização da batata fresca 

pelas grandes redes de varejo.  
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2.2. Problemas fitossanitários da batata e caracterização das espécies 

patogênicas de Streptomyces 

 

 

A cultura da batata impõe um constante desafio para os produtores devido ao grande 

número de problemas fitossanitários que ocorre durante praticamente todo o ciclo. Essa 

cultura é explorada o ano todo nas regiões produtoras e os problemas com pragas e 

doenças vêm aumentando, causando sérios danos à cultura (ZAMBOLIM et al., 2011). 

Dentre as doenças importantes, podemos citar a requeima causada por 

Phytophthora infestans, a sarna pulverulenta causada por Spongospora subterranea e 

Rhizoctonia solani e a pinta preta por Alternaria solani (ZAMBOLIM et al., 2011).  

Com relação às doenças bacterianas consideradas limitantes à produção destacam-

se a murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, a canela preta por 

Pectobacterium spp. e a sarna da batata causada por diferentes espécies Streptomyces 

(LAMBERT; LORIA, 1989a; 1989b; GOYER; FAUCHER; BEAULIEU, 1996; LIU et al., 2005; 

MYAJIMA et al., 1998; BOUCHEK-MECHICHE et al., 2000; PARK et al., 2003). Essa última 

doença é considerada uma das mais importantes economicamente em todo globo, uma vez 

que reduz consideravelmente a comercialização do produto devido aos sintomas externos 

causados nos tubérculos (HOOKER, 1981). 

Segundo Fischer e colaboradores (2009), as cultivares mais plantadas no Brasil são 

resistentes à sarna comum, dentre elas a Mondial e Jaete Bintje que apresentam índice de 

severidade da doença de 10,5% e 14,0%, respectivamente.  Com relação às outras 

cultivares os índices são: 17,4% para Asterix, 21,8% para Ágata; 23,0% para Monalisa e 

23,3% para Cupido.  

A primeira espécie descrita como causadora da sarna foi S. scabiei (sin. S. scabies) 

(LAMBERT; LORIA, 1989a), presente em todas as regiões produtoras do mundo, 

principalmente em solos secos de neutros a alcalinos, e é considerada a espécie patogênica 

dominante (LAMBERT; LORIA, 1989a). Causa sintomas de sarna comum e produz a 

taxtomina, uma toxina que atua necrosando o tecido, levando aos sintomas característicos 

da doença (LAWRENCE; CLARK; KING, 1990). As lesões são tipicamente arredondadas, 

mas podem coalescer cobrindo porções significantes do tubérculo. Apresentam uma textura 

áspera e corticosa e variam em profundidade e coloração, de pardo-clara a pardo-escura 

(LORIA et al., 1997) (Figura 1). 
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Figura 1. Lesões nos tubérculos de batata causadas por Streptomyces sp..  
(Fonte: CORRÊA, 2011). 
 

As lesões podem ser mais elevadas, ter pontos aprofundados no centro ou serem 

superficiais (CULLEN; LEES, 2007). A profundidade da lesão está associada à virulência do 

patógeno, sendo que quanto mais superficiais, menos virulento o patógeno. Lesões 

elevadas e profundas caracterizam maior virulência do patógeno (LORIA et al., 1997). 

Outras espécies de Streptomyces também já foram descritas como associadas a 

essa doença. São elas: 

 

 

S. acidiscabies 

 

Causadora da sarna em solos ácidos (LAMBERT; LORIA, 1989b) e os sintomas são 

semelhantes aos da sarna comum. Essa espécie tem como característica principal o 

crescimento em substrato com pH abaixo de 5,2. Foi detectada na região de Maine 

(Canadá) em 1953 ocorrendo em solos com valores de pH 4,5 (BONDE; McINTYRE, 1968; 

MANZER; McINTYRE; MERRIAM, 1977). S. acidiscabies também foi descrita em outros 

países, como o Japão, e atualmente está distribuída no mundo (LORIA; KERS; JOSHI, 

2006). 

 

 

S. caviscabies (sin. S. setonii e S. griseus) 

 

Essa espécie bacteriana foi observada inicialmente por Faucher, Savard e Beaulieu 

(1993) e por Faucher e colaboradores (1995), causando sintomas de “sarna profunda” na 

região de Quebec (Canadá). Causa lesões aprofundadas (GOYER; FAUCHER; BEAULIEU, 

1996; LIU et al., 2005), são mais escuras e chegam a atingir cerca de 1 cm de profundidade 

(LOPES, 2011). 
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S. turgidiscabies 

 

Linhagens de S. turgidiscabies foram observadas ocorrendo na Ilha de Hokkaido 

(Japão) em 1995 (TANAKA et al., 1995) e posteriormente foi descrita por Miyajima e 

colaboradores (1998). Os sintomas são do tipo erumpente, e assemelham-se à sarna 

comum, produzindo um tipo de hipertrofia dos tecidos, de modo a formar erupções 

(elevações) na superfície dos tubérculos infectados (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; 

SHIMOYAMA, 2008).  

 

 

S. reticuliscabiei 

 

Essa espécie foi isolada na França por Bouchek-Mechiche e colaboradores (2000). E 

os sintomas causados caracterizam-se por lesões escuras, superficiais e com aspecto de 

rede (reticulado) (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; SHIMOYAMA, 2008). 

 

 

S. europaeiscabiei e S. stelliscabiei  

 

Essas espécies bacterianas foram isoladas na França (BOUCHEK-MECHICHE et al., 

2000), e são descritas como duas genomoespécies dentro da espécie S. scabiei, podendo 

ser diferenciadas por algumas características bioquímicas. Ainda, embora S. stelliscabiei 

possua características muito semelhantes à S. europaeiscabie, essa produz sintomas de 

sarna em forma de estrela (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; SHIMOYAMA, 2008). 

 

 

S. luridiscabiei, S. puniciscabiei e S. niveiscabiei  

 

O avanço das técnicas em biologia molecular, tais como o sequenciamento da região 

espaçadora 16S-23S e hibridização DNA-DNA, possibilitou caracterizar três novas espécies 

de Streptomyces, isoladas na Coréia, induzindo sintomas de lesões erumpentes em batata 

cultivada em solos ácidos (PARK et al., 2003). 
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S. ipomoeae, S. aureofaciens e S. sampsonii 

 

S. ipomoeae, causadora da sarna em batata-doce, foi descrita por (PERSON; 

MARTIN, 1940), Waksman; Henrici, (1948). Essa espécie bacteriana é morfológica e 

fisiologicamente distinta de outras espécies causadoras da sarna e é especifica para essa 

espécie vegetal. 

Além das espécies descritas acima, são citadas as espécies S. aureofaciens, 

considerada organismo de solo que pode vir a causar doença em batata e S. sampsonii, 

considerada saprófita, mas que já foi isolada de lesões de sarna (SCHAAD; JONES; CHUN, 

2001; LAMBERT; LORIA, 1989a). 

 

 

No Brasil, a frequência com que a sarna tem aparecido em lavouras nas regiões 

Sudeste e Nordeste tem preocupado os produtores. A sarna comum não afeta a qualidade 

culinária e dificilmente reduz a produtividade, mas compromete seriamente a aparência dos 

tubérculos e consequentemente a sua comercialização. Essa doença afeta outras culturas 

como beterraba, cenoura, rabanete e nabo (LOPES, 2011). 

A literatura pertinente à caracterização de linhagens de Streptomyces associadas à 

sarna da batata no país está resumida em um número extremamente reduzido de trabalhos, 

baseados na caracterização morfológica dos isolados, na avaliação da suscetibilidade de 

diferentes variedades hospedeiras e nas medidas de manejo da doença (FISCHER; KIMATI; 

MARTINS, 2003; FISHER et al., 2005; FISCHER et al., 2009; JADOSKI et al., 2009). 

Estudos realizados por Fischer, Kimati e Martins (2003) sugerem a ocorrência de S. 

scabiei, S. acidiscabies e S. turgidiscabies, entretanto, as análises de identificação foram 

efetuadas apenas por comparação da morfologia e testes de patogenicidade, sem a 

inclusão nos testes das linhagens Tipo associadas à sarna da batata. 

Em 2007, Salomão realizou um trabalho de levantamento, isolamento e identificação 

de linhagens de Streptomyces provenientes das principais regiões produtoras de batata no 

Brasil e nesse estudo foram detectadas as espécies S. scabiei, S. caviscabies e S. 

turgidiscabies. Posteriormente, esse trabalho foi ampliado por Corrêa (2011) com relação ao 

número de linhagens analisadas e às técnicas empregadas. Ao final, 178 linhagens foram 

analisadas por meio de taxonomia polifásica envolvendo análises morfológicas, testes de 

patogenicidade e testes moleculares, concluindo-se que das 178 linhagens analisadas, 57 

(32%) foram identificadas como pertencentes à S. scabiei, 28 linhagens (15,7%) à S. 

ipomoeae, 13 (7,3%) à S. caviscabies/ S. setonii, 12 (6,72%) semelhantes a S. 

europaeiscabiei e duas linhagens (1,1%) semelhantes a S. sampsonii. 
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2.2.1. Ciclo da doença e Epidemiologia 

 

 

Espécies de Streptomyces sobrevivem como saprófitas em solo ou em tecidos de 

planta infectados, sob a forma vegetativa micelial ou de esporos. Esses esporos podem 

sobreviver em solos secos por longos períodos, porém as hifas não são tolerantes à alta 

umidade do solo. Possuem um envoltório externo e parede mais espessa, os esporos, 

conseguem uma maior resistência ao calor e a seca. Esses permanecem no solo em 

aglomerados próximos a restos de cultura e as hifas produzidas por estes se desenvolvem 

radialmente, o que facilita sua dispersão (MAYFIELD et al., 1972). 

Os esporos podem ser disseminados por chuva, vento, vetores ou até mesmo por 

tubérculos infectados. Alguns insetos também podem proporcionar a disseminação da 

bactéria no solo, podendo promover a entrada da doença nos tubérculos (MANZER; 

STORCH; SEWELL, 1984). 

O inóculo contido nos tubérculos de batata contribui para a dispersão da doença e 

introdução de outras espécies de Streptomyces em novas áreas (WILSON; RANSON, 

PEMBERTON, 1999). Experimentos realizados em casa de vegetação por Lehtonen, 

Rantala e Kreuze (2004), indicaram que S. scabiei e S. turgidiscabies podem estar 

presentes na mesma lesão e serem transmitidos via tubérculos após seis meses de 

armazenamento. Esses autores verificaram ainda que S. turgidiscabies foi mais tolerante ao 

manuseio e armazenamento que S. scabiei. 

Ao encontrar um tubérculo sadio e no início de seu desenvolvimento, esporos de 

Streptomyces penetram no tubérculo através de estruturas como lenticelas, estômatos ou 

ferimentos (AGRIOS, 1997) (Figura 2). Se os tubérculos estão secos durante o período de 

penetração, bactérias antagônicas aos patógenos, normalmente presentes nas lenticelas, 

desaparecem facilitando a infecção. Além disso, em solos secos, durante o crescimento dos 

tubérculos são produzidos ferimentos pelos quais os patógenos penetram (LEWIS, 1971). 

Desde o início da tuberização, o tecido do tubérculo sofre um processo de 

crescimento contínuo, onde os nódulos são separados devido ao alargamento dos 

internódios (ADAMS, 1975). Nesse período ocorre uma maior suscetibilidade do tubérculo à 

infecção por Streptomyces, uma vez que as lenticelas jovens não estão totalmente 

suberizadas. Assim, desde o início da sua formação até cerca de três a quatro semanas, o 

tubérculo passa por um período de desenvolvimento onde os internódios estão suscetíveis à 

infecção. Por outro lado, com a maturação, onde aparentemente as lenticelas estão 

totalmente suberizadas, os tubérculos se tornam resistentes à infecção (ADAMS; 

LAPWOOD, 1978). 
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O patógeno invade primeiramente as lenticelas na superfície do tubérculo ou 

qualquer outra abertura por ferimento. Após a penetração, os patógenos colonizam 

inicialmente os espaços intercelulares e logo após os intracelulares (ADAMS; LAPWOOD, 

1978). A bactéria cresce entre as camadas da periderme, nutrindo-se do tecido morto 

(AGRIOS, 1997) e produz fitotoxinas, como taxtominas, que induzem a produção de 

suberina nas células adjacentes e levam à formação de uma camada corticosa ao redor do 

tecido infectado, que ao se intensificar empurra a periderme infectada para o exterior 

tornando a superfície áspera e suberificada (sintoma de sarna) (BABCOCK; ECKWALL; 

SCHOTTEL, 1993). Este ciclo ocorre muitas vezes durante o crescimento do tubérculo, 

aumentando o tamanho da lesão. Assim quanto mais cedo o tubérculo for infectado, maior 

será a extensão da lesão (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; SHIMOYAMA, 2008) (Figura 

2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Ciclo da sarna da batata (Agrios, 1997). 
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Frequentemente são observados escapes para o desenvolvimento da doença 

mesmo na presença de fatores como: batata-semente sem a certificação do MAPA, cultivar 

plantada muito suscetível ou plantio em solos com alta população do patógeno (LOPES, 

2011). 

Em longas distâncias essa doença é disseminada através de batata-semente e em 

curtas distâncias é disseminada por solo aderido a implementos agrícolas, pela água, pelo 

vento e pelo esterco de gado alimentado com batata contaminada, já que o patógeno passa 

incólume pelo trato intestinal de ruminantes (POWELSON et al., 1993). 

Depois de introduzida em uma área, dificilmente a bactéria é eliminada do solo, 

podendo sobreviver em restos não decompostos de plantas de batata, em soqueira ou na 

matéria orgânica de solos, principalmente os que foram adubados com esterco (LOPES, 

2011). 

O pH mais adequado para a sobrevivência de S. scabiei está entre 5,0 e 7,5, 

enquanto que a S. acidiscabiei sobrevive bem em pH de até 4,5. Esta espécie causa 

sintomas mais severos em pH de 5,0 a 5,5. Segundo, HOOKER (1981), a amplitude de 

temperatura em que a doença ocorre situa-se entre 5 e 40°C, sendo o ótimo de 25 a 30°C 

(LOPES, 2011). 

Um dos fatores mais importantes no desenvolvimento da sarna comum é o teor de 

água no solo. Especula-se que em solos úmidos, bactérias não patogênicas colonizam as 

lenticelas primeiro que linhagens de Streptomyces fitopatogênicas. Quando o solo se 

apresenta mais seco, as bactérias não patogênicas não tem capacidade de alcançar as 

lenticelas, enquanto que a Streptomyces scabiei, que é uma bactéria filamentosa, leva 

vantagem no processo de movimentação e colonização dos sítios de infecção (BRUEHL, 

1987). 

 

 

2.3. Controle da sarna da batata 

 

 

Não existe controle da sarna da batata e sim estratégias que visam reduzir a 

incidência e severidade da doença, essas devem ser utilizadas em conjunto, já que 

isoladamente não promovem a redução da doença. Dentre elas podemos citar: utilização de 

batata semente certificada, tratamento químico, rotação de cultura, acidificação do solo, 

matéria orgânica, irrigação do solo e controle biológico (ZAMBOLIM et al., 2011).  
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2.3.1. Batata semente certificada 

 

 

A utilização de batata-semente certificada é uma das estratégias mais importantes, 

pois afeta diretamente a população inicial do patógeno responsável pelo início da epidemia. 

A certificação garante que a batata-semente foi inspecionada e encontra-se dentro dos 

padrões aceitáveis de doenças estipulado pelas normas de certificação do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (LOPES, 2011). 

 

 

2.3.2. Tratamento químico 

 

 

Resultados diversos têm sido verificados na literatura com relação à eficácia do 

tratamento químico de tubérculos-semente. Fungicidas como Fluazinam, Flusulfamida, 

Fenipiclonil e Mancozeb proporcionaram controle razoável da sarna em experimentos 

desenvolvidos na Austrália (WILSON et al., 1999). 

Em estudos desenvolvidos em 2003 por Fischer e colaboradores (publicado em 

2005), foram avaliados 15 fungicidas (captam, carbendazim, chlorothalonil, fluazinam, 

iprodione, kazugamycina, mancozeb, oxicloreto de cobre, pencycuron, procimidone, 

quintozene, tebuconazole, thiram+vitavax e tiofanato metílico), ácido bórico e sulfato de 

amônia quanto à inibição do crescimento in vitro (utilizando meio de cultura Ágar- água) de 

três linhagens de S. scabiei, agentes causais da sarna comum em tubérculos provenientes 

das cidades de Piedade, São Miguel Arcanjo e Casa Branca, no Estado de São Paulo. Com 

os resultados obtidos in vitro a 1 e 10 ppm de ingredientes ativo (i.a.), foram escolhidos os 

produtos fluazinam, chlorothalonil e oxicloreto de cobre para serem testados em 

experimentos in vivo, em sacos plásticos contendo 5 kg de solo infestado com S. scabiei. Os 

fungicidas pouco diferiram entre si, apresentando uma baixa eficiência no controle da sarna 

comum, embora o fluazinam tenha apresentado menor índice de doença nesse 

experimento. Conclui-se que os fungicidas aplicados no solo e na dosagem maior propiciam 

uma leve redução na intensidade de sarna comum (FISCHER et al., 2005). 
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2.3.3. Rotação de culturas 

 

 

Segundo OHMS; FENWICK (1961), POWELSON e colaboradores (1993), citado por 

LOPES (2011), a rotação de cultura é uma das principais práticas de controle para reduzir a 

população de patógenos habitantes do solo, como Streptomyces sp. Para o controle da 

sarna, o que é também válido para várias outras doenças da batata, é sugerida uma rotação 

por 3 - 4 anos com culturas não suscetíveis como gramíneas (arroz e trigo). A incorporação 

destas gramíneas como adubo verde também é relatada como eficiente no controle dessa 

doença, enquanto que, no caso de algumas leguminosas, a incorporação pode resultar no 

aumento da intensidade da doença. Algumas culturas, como beterraba, rabanete, cenoura, 

nabo, repolho, salsa, batata-doce, berinjela e cebola são consideradas hospedeiras e não 

devem ser utilizadas (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; SHIMOYAMA, 2008). 

É importante considerar que resíduos de plantas não decompostas e esterco animal 

aplicado por ocasião do plantio, em contato com tubérculos, favorecem o desenvolvimento 

da doença. 

 

 

2.3.4. Acidificação do solo 

 

 

Umas das técnicas mais clássicas para controlar a sarna comum é o monitoramento 

do pH do solo. Em solos com pH abaixo de 5,5 a doença é eficientemente controlada 

quando o patógeno associado for S. scabiei. Se a espécie dominante for S. acidiscabiei, 

pode se desenvolver bem em pH entre 5,0 e 5,5 (POWELSON et al., 1993). Ainda, essa 

prática pode levar à redução da produção da batata, uma vez que os nutrientes do solo são 

melhores disponibilizados em pH maiores, próximos de 6,5 e também limita as espécies 

vegetais que podem ser empregadas na rotação de culturas (LAMBERT; LORIA, 1989b). 

 

 

2.3.5. Adubação do solo 

 

 

O uso da adubação verde para o controle da doença apresenta resultados 

contraditórios, embora na maioria das vezes, reduza a população de uma ou mais espécies 

de Streptomyces. Estas contradições provavelmente são explicadas pelo grau de 

decomposição do material por ocasião do plantio, já que a população do patógeno decresce 
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rapidamente à medida que o material incorporado vai se decompondo no solo (OHMS; 

FENWICK, 1961). 

A adubação do solo com superfosfato triplo reduziu significativamente a doença em 

testes realizados por Davis e colaboradores em 1976, entretanto, essa técnica não tem sido 

aplicada na prática, por apresentar resultados divergentes em diferentes condições edafo-

climáticas. Havendo incidência da sarna em solos alcalinos, após adequada análise de solo 

a calagem do mesmo deve ser feita cuidadosamente, de modo a não exceder o limite de pH. 

Em áreas sujeitas a ataques da sarna, pode-se conseguir a ligeira acidificação do solo pela 

adubação nitrogenada com sulfato de amônia (DAVIS et al., 1976). 

Experimentos realizados por Fischer e colaboradores (2005) mostraram que a 

adubação com sulfato de amônia e gesso em solos infestados com S. scabiei propiciou 

menor severidade de sarna comum. Resultados intermediários de controle mostraram que o 

gesso incorporado ao solo foi inferior a sulfato de amônia e superior aos testes utilizando 

fungicidas.  

 

 

2.3.6. Manejo de irrigação 

 

 

Uma técnica considerada de alta eficácia no controle da sarna é o manejo adequado 

da irrigação. A manutenção da capacidade de campo em 80-90% durante o inicio da 

formação dos tubérculos até quatro semanas, período em que as lenticelas estão mais 

propensas à entrada da bactéria, reduzem drasticamente a atividade do patógeno e 

consequentemente, a severidade da doença (BRUEHL, 1987). O excesso de água, no 

entanto, poderá favorecer o ataque de outros patógenos como Sclerotinia sclerotiorum 

(podridão de esclerotínia), Ralstonia solanacearum (murcha bacteriana), Pectobacterium 

spp. (podridão mole), Sclerotium rolfsii (murcha de esclerócio) e Phytophtora infestans 

(requeima) (LOPES, 2011). 

 

 

2.3.7. Legislação  

 

 

Para a redução das perdas com doenças são necessárias diversas medidas, desde o 

emprego de técnicas e insumos no cultivo até a proteção fitossanitária na comercialização, 

transporte e armazenagem, principalmente de batata semente destinada ao plantio 

(CORRÊA, 2011). 
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A instrução normativa nο 12, de 10 de junho de 2005, elaborada pelo MAPA, 

estabeleceu limites de tolerância para pragas não quarentenárias regulamentadas, como 

Streptomyces sp., danos e misturas da batata semente a ser produzida, importada e 

comercializada no país. Embora essa instrução normativa tenha estabelecido limites de 

tolerância para Streptomyces sp., ela permite a entrada de tubérculos com uma certa 

porcentagem da superfície atacada pela bactéria. O nível de tolerância foi estabelecido de 

acordo com a porcentagem da superfície do tubérculo acometida pelos sintomas de sarna, 

que podem ser causados por diferentes espécies de Streptomyces. Por exemplo, tubérculos 

certificados com índice abaixo de 1/8 da superfície atacada têm níveis de tolerância de 20% 

(MAPA, 2005). 

Cabe ressaltar que, em nenhum momento do diagnóstico, é realizada a identificação 

do agente causal, fato esse que pode levar à introdução de bactérias que não estavam, até 

então, presentes no país (CORRÊA, 2011). 

 

 

2.4. Controle biológico  

 

 

Controle biológico é uma forma natural e específica para controle de patógenos e 

pode melhorar a produtividade da cultura, promovendo o crescimento de micro-organismos 

favoráveis a agricultura. Baseia-se na redução do inóculo ou da atividade patogênica, devido 

à presença natural de um ou mais organismos (TARIQ, YASMIN e HAFEEZ, 2010). 

O controle pode ser de natureza direta ou indireta (RYU et al., 2004; ONGENA et al., 

2007; LEELASUPHAKUL et al., 2008). O antagonismo direto, exercido contra os 

fitopatógenos, pode ocorrer por meio de diversos mecanismos, entre eles: 

· parasitismo: é uma simbiose onde dois organismos filogeneticamente independentes 

coexistem ao longo do tempo. Nesse tipo de associação, um organismo (fisicamente 

menor) chamado parasita se beneficia de outro chamado hospedeiro. As atividades de 

um parasita em relação a agentes patogênicos de plantas podem resultar em biocontrole 

(PAL; GARDENER, 2006). 

· competição: ocorre quando dois (ou mais) organismos possuem a mesma necessidade 

de sobrevivência. Assim, os micro-organismos podem competir por nutrientes: um 

organismo capta a maior parte dos nutrientes para se desenvolver, enquanto o outro, 

sem nutriente suficiente para sobreviver, morre. Também é possível ocorrer competição 

por oxigênio, espaço e no caso de autotróficos, luz. Um ponto essencial da definição é a 

privação de um dos organismos envolvidos (CAMPBELL, 1989). 
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· amensalismo ou antibiose: associação onde a produção de metabólitos por um dos 

organismos participantes (enzimas, voláteis ou outras substâncias tóxicas) é prejudicial 

ao crescimento ou atividades metabólicas de outro organismo (CAMPBELL, 1989). 

Pesquisadores relataram na década de 80, que algumas linhagens de rizobactérias 

eram capazes de ativar de alguma forma o sistema de defesa das plantas hospedeiras 

(ZEHNDER et al., 2001). Portanto, o antagonismo indireto é exercido pelo fenômeno de 

resistência sistêmica induzida – RSI.  

Existem dois mecanismos de resistência induzida em plantas: resistência sistêmica 

adquirida mediada por ácido salicílico - AS, e resistência sistêmica induzida, mediada pelo 

ácido jasmônico e etileno - AJ / Et (HARMAN, 2008). Podem ser ativados a por agentes de 

biocontrole e/ ou substâncias sintetizadas pelos mesmos, desempenhando ampla ação 

contra os patógenos (PIETERSE e VAN LOON, 2004; ROMEIRO, et al., 2005). Assim, 

moléculas sintetizadas por B. subtilis podem atuar como eliciadoras de RSI, proporcionando 

a resposta de defesa contra os patógenos (RYU et al., 2004; ONGENA et al., 2007). Em 

estudos realizados por Ongena e colaboradores (2007) mostraram a síntese de 

lipopeptídeos da família das surfactinas e fengicinas, pelo isolado 168 de B. subtilis, atuando 

no processo de ativação da RSI em plantas de feijão e tomate. Abrindo assim, 

possibilidades para a investigação de novas moléculas, ou de um complexo, que estejam 

envolvidos na expressão de genes de defesa em plantas. 

Rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (RPCPs) exercem proteção, 

manifestando a redução dos sintomas da doença e também, a inibição do crescimento do 

patógeno no hospedeiro, quando ambos se encontram separados espacialmente, 

denominando esse fenômeno de resistência sistêmica induzida - RSI (VAN LOON et al., 

1998). Como comprovam estudos realizados por Wei e colaboradores (1991), onde testaram 

94 isolados de RPCPs em pepino para o controle de Colletotrichum orbicular, agente 

causador da antracnose, desses isolados, seis apresentaram a capacidade de reduzir o 

diâmetro das lesões e seu número nas folhas.  

 

 

2.5. Vantagens e desvantagens do controle biológico 

 

 

A utilização dos organismos antagonistas exige cuidados especiais para o manejo 

adequado e ainda é limitada a consciência dos consumidores sobre os problemas de saúde 

pública e ambiental causados pelo uso intensivo de agrotóxicos em relação às vantagens do 

uso de agentes de controle biológico (BETTIOL, 2009). 
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Segundo Sharma e colaboradores (2013), o controle biológico é mais barato que o 

controle químico, mais fácil para manusear e aplicar na plantação, dando a proteção para a 

colheita durante todo o período de safra. Segundo os autores, o uso de agentes de 

biocontrole é mais segura e inofensiva a seres humanos e animais se tornando 

ambientalmente mais interessante. Os agentes de controle biológico não só controlam 

doenças de plantas, como também melhoram o desenvolvimento do sistema radicular e, por 

consequência, o crescimento das plantas e a produtividade da cultura. Outra grande 

vantagem é de não causarem toxicidade nas plantas e, ainda, a possibilidade de serem 

combinados como biofertilizantes. 

No Brasil, a disponibilidade de produtos comerciais e de princípios ativos contendo 

agentes de controle biológico é limitada, apenas uma parte desses produtos é devidamente 

registrada (BETTIOL, 2009). 

O controle biológico de doenças de plantas vem se destacando nos últimos anos 

devido ao aumento das preocupações com o uso excessivo de agrotóxicos e o 

desenvolvimento de resistência de patógenos a esses produtos (LASLO et al., 2012). 

Embora os testes para encontrar agentes de controle biológico apropriados possam 

levar vários anos para serem concluídos e tenha um custo elevado, os testes com 

agrotóxicos muitas vezes demoram o mesmo tempo e também são onerosos. Por outro 

lado, depois de formulados, os bioprodutos são comercializados a valores menores em 

relação aos produtos químicos disponíveis no mercado (DAFWA, 2014). 

 

 

2.6. Controle biológico da sarna da batata 

 

 

O controle biológico por micro-organismo representa uma alternativa inteligente para 

a redução ou eliminação do uso de agroquímicos no controle de fitopatógenos. A 

diversidade de micro-organismos, bem como suas relações antagônicas, surgem como 

ferramentas importantes para o controle biológico aplicado. 

Com relação ao controle biológico da sarna da batata, pesquisas envolvendo seu 

controle por meio de agentes antagônicos (ex. Streptomyces melanosporofaciens, S. 

diastatochromogenes, S. albidoflavus, Bacillus sp., Pseudomonas sp.,Trichoderma sp.) têm 

sido relatadas, embora sem resultados conclusivos (RODRIGUES NETO; DESTÉFANO; 

SHIMOYAMA, 2008).  

Zadeh e colaboradores (2006) avaliaram a atividade antagonista de duas linhagens 

de Streptomyces (S. olivaceus e S. plicatus) contra as espécies S. scabiei e S. acidiscabies 

e verificaram que os antagonistas apresentaram atividade antibacteriana para ambos os 
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patógenos em experimentos em casa de vegetação. Ryan e colaboradores (2004) 

realizaram um estudo envolvendo a atividade antagonista de cinco isolados contra 

diferentes isolados de Streptomyces no controle da sarna em cinco cultivares diferentes de 

batata e verificaram que o sucesso do biocontrole variou significativamente entre isolados do 

patógeno, dos antagonistas testados e variedades de batata envolvidas, indicando a 

dificuldade de controle dessa doença. Lee e colaboradores (2004) avaliaram agentes de 

biocontrole de S. scabiei em testes in vitro e in vivo e verificaram altos valores de atividade 

antagonista, com 55 a 60% de controle da sarna. A combinação de Streptomyces 

melanosporofaciens EF-76 e quitosana também revelou resultados promissores no controle 

da sarna da batata (BEAUSÉJOUR; CLERMONT; BEAULIEU, 2003; PRÉVOST et al., 

2006). 

Estudos realizados por Hiltunen e Valkonem (2011), mostraram que linhagens de 

Streptomyces sp., não patogênicas apresentaram potencial antagônico para o controle da 

sarna. Os autores utilizaram as linhagens 346 e K61, as quais mostraram potencial para o 

controle biológico de S. scabiei e S. turgidiscabies, inibindo o crescimento dessas linhagens 

in vitro. Ambas as linhagens suprimiram o desenvolvimento de S. turgidiscabies em casa de 

vegetação e foi demonstrado, ainda, que a linhagem 346 reduziu a incidência de S. 

turgidiscabies em campo. 

Além do uso de Streptomyces não patogênicas no controle da sarna da batata, 

outros gêneros de bactérias antagonistas deveriam ser estudados, pois possuem grande 

potencial como agentes de biocontrole (CAMPOS SILVA et al., 2008). Em especial, o 

genêro Bacillus  se destaca por formar endósporo e apresentar uma multiplicidade de 

mecanismos antagônicos, possibilitando assim, sua manutenção e sobrevivência em nichos 

ecológicos específicos, com grande versatilidade nos mecanismos de ação para driblar as 

defesas do fitopatógenos (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). 

 

 

2.7. Bacillus subtilis no controle biológico de doenças de plantas 

 

 

Populações de B. subtilis tem como habitat natural o solo, o mesmo que abriga uma 

complexa comunidade biológica, a qual micro-organismos procariotos e eucariotos 

constituem na maioria, tanto em número quanto em diversidade. (ONGENA et al., 2005; 

CAMPOS SILVA et al.,2008). 

Nesse sentido, Bacillus subtilis é considerado uma das espécies biocontroladoras 

mais eficazes por apresentar atividade biológica contra uma série de micro-organismos 

causadores de doenças de plantas, o que pode ser atribuído em grande parte, à produção 
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de lipopeptídeos ativos (ASAKA e SHODA, 1996; KILIAN et al., 2000; KONDOH et al., 2001; 

BERNAL et al., 2002; BAIS et al., 2004; GARDENER, 2004), bem como a habilidade de 

colonizar a planta.  

O endósporo é extremamente resistente a agressões externas, podendo permanecer 

intacto por milhões de anos (CANO et al., 1995) (Figura 3). Isso o torna muito importante 

para a sobrevivência das populações de B. subtilis (STRAGIER e LOSICK, 1996; 

HENRIQUES et al., 2000), principalmente quando são expostos a condições ambientais 

desfavoráveis (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da formação de endósporo em uma célula da bactéria 
B. subtilis quando as condições nutricionais são limitantes. 1) Célula em condições normais; 2) 
Condensação e alinhamento do DNA no centro da célula; 3) Invaginação celular e inicio da divisão do 
DNA em dois componentes; 4) Separação do DNA em dois componentes e formação do pré-
endósporo; 5) Crescimento da porção maior da célula que engloba o pré-endósporo; 6) Envolvimento 
do pré-endósporo por duas camadas de membrana e degradação do DNA; 7) Formação externa de 
um revestimento proteico e maturação do endósporo; 8) Formação de uma camada adicional 
denominada de exosporica; 9) Endósporo maduro, resistente as condições ambientais; 10) 
Destruição da célula bacteriana por enzimas líticas e liberação do endósporo e 11) Endósporo 
maduro (Fonte: LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). 

 

 

Linhagens pertencentes ao gênero Bacillus possuem a capacidade de produzir 

esporos, (PIGGOT e HILBERT, 2004), isso significa que esses micro-organismos possuem 
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uma forma de dormência extremamente resistentes, sendo capazes de suportar altas 

temperaturas, pH desfavorável, falta de nutrientes ou água (CAWOY et al., 2011). 

Dentre as espécies do gênero, B. subtilis se destaca como agente de biocontrole. 

Além da capacidade de formação de esporos, possuem algumas características que 

permitem sua sobrevivência na rizosfera, aumentando sua eficácia como biopesticida 

(LOSICK e KOLTER, 2008; ROSAS-GARCIA, 2009). 

Bacillus subtilis possui em média de 4-5% do seu genoma responsável pela síntese 

de antibióticos, e tem o potencial para produzir diversos compostos antimicrobianos (STEIN, 

2005). Esses compostos apresentam propriedades antibacterianas contra bactérias gram-

positivas, entretanto, o envolvimento desses compostos na atividade de biocontrole 

associadas a plantas não foi demonstrado até o momento (CAWOY et al., 2011). Moléculas 

simples, tais como dipeptídeo bacilysin (L-Ala ligado ao aminoácido L-anticapsin não 

proteinogênicos), também exercem forte efeito bactericida e aparentemente estão 

envolvidas no controle de alguns patógenos de plantas (CHEN et al., 2009). 

Segundo dados de literatura, biopesticidas produzidos por Bacillus sp., possuem 

pontos fracos como, oferecer proteção parcial contra patógenos e ataques de pragas e 

apresentar efeito inconsistente, por ser um organismo vivo a base do ingrediente, sua 

eficácia depende muito das condições de aplicações em comparação aos pesticidas 

convencionais. Em contrapartida, possuem pontos fortes como, por exemplo, a ocorrência 

de interações benéficas entre o micro-organismo, a planta hospedeira, ambiente biótico e 

abiótico e antagonista contra o patógeno (BUTT et al, 1999; FUENTES-RAMIREZ e 

CABALLERO-MELLADO, 2006). 

Segundo Cawoy e colaboradores (2011), biopesticidas microbianos possuem grande 

potencial para o futuro da agricultura sustentável. Muito trabalho já foi realizado e muito 

ainda será conquistado por pesquisadores e indústrias, para melhorar a confiabilidade e 

eficácia desses produtos para manter o mercado sempre crescente. 

Espécies de B. subtilis, além de aparecerem como excelentes agentes de biocontrole 

aparecem também como PGPR - rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

(GUPTA et al., 2000; ONGENA et al., 2005). 

 

 

2.8. Promoção de crescimento em plantas por Bacillus subtilis 

 

 

Bacillus subtilis tem sido considerado um excelente agente de biocontrole possuindo 

potencial para reduzir diretamente a incidência de doenças, usado comercialmente contra 

enfermidades de plantas (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006), e também têm 
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apresentado outros efeitos positivos sobre as culturas, como a promoção de crescimento de 

plantas e nutrição (biofertilizantes e fitoestimuladores) e/ ou facilitação a interação entre a 

planta hospedeira e outros organismos benéficos (ANTOUN e PREVOST, 2006). 

A promoção de crescimento ocasionada por B. subtilis resulta da consequência do 

aumento da fixação de nitrogênio, solubilizando nutrientes, síntese de fitormonios e melhoria 

nas condições do solo (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). Além disso, há benefícios 

indiretos pela supressão deste ambiente contra micro-organismos maléficos (MAJULA e 

PODILE, 2005). 

Estudos realizados por Tsavkelova e colaboradores (2006) e Persello-Cartieaux e 

colaboradores (2003), mostraram que isolados de B. subtilis possuem a capacidade de  

conduzir a regulação hormonal de plantas, controlando assim, o crescimento radicular pela 

síntese de auxina, giberelina e citocinina.  

Adicionalmente, a associação benéfica proporciona o aumento fisiológico de 

metabólitos que desencadeiam a sensibilidade do sistema radicular às condições externas, 

proporcionando a facilitação da percepção e absorção de nutrientes (MANJULA e PODILE, 

2005).  

Alguns micro-organismos são capazes de produzir e excretar uma variedade de 

compostos semelhantes a hormônios de plantas, incluindo auxina, giberelinas, citocininas 

etc. Alguns desses agentes produzem enzimas que degradam o precursor de etileno 

limitando assim os níveis desse hormônio na planta, aumentando, dessa forma, o 

crescimento da mesma, especialmente sob condições de estresse (FRANCIS et al., 2010; 

LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009). Além disso, um micro-organismo que possui uma 

combinação destas atividades como promoção de crescimento e potencial de biocontrole 

oferece a vantagem de fornecer a cultura aplicação com um biopesticida e um biofertilizante. 

Deixando a planta com uma melhor nutrição, muitas vezes aumentando a sua resistência 

global contra patógenos e outros fatores de estresse (BENT, 2006). 

 

 

2.9. Síntese de metabólitos 

 

 

O metabolismo secundário geralmente ocorre na fase de crescimento tardio, 

causado muitas vezes pela exaustão de um nutriente, ou adição de um indutor e/ ou por 

uma diminuição na taxa de crescimento, ou por diferentes sinais ambientais produzidos por 

outros organismos no solo, por exemplo, butirolactonas, produzido pela maioria das 

espécies de Streptomyces e por outros Actinomycetos (BIBB, 2005). Assim, resultam na 

regulação e diferenciação morfológica na produção de metabólitos secundários. A formação 
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de antibióticos também é regulada por nutrientes (nitrogênio, fósforo e fonte de carbono), 

metais e na taxa de crescimento (BIBB, 2005). 

Bacillus subtilis, por ser uma espécie bacteriana do tipo antagonista, age 

significativamente por mecanismo de antibiose, ocasionalmente, parasitismo e competição. 

Micro-organismos que agem pelo mecanismo de antibiose, geralmente possuem amplo 

espectro de ação, de forma que na inibição de outros micro-organismos, produzem 

substâncias tóxicas e mais efetivas do que qualquer outro mecanismo de ação envolvido 

(KUPPER et al., 2003). 

Além de B. subtilis existem espécies de Streptomyces que produzem metabólito 

secundário, muitos dos quais são antibióticos, havendo assim um interesse em seu ciclo de 

vida. Essas bactérias são consideradas saprófitas vivendo em solos onipresentes e uma 

particularidade é que Streptomyces são bactérias Gram-positivas, com elevado teor de G+C 

em seu DNA e possuem uma cadeia linear relativamente grande (~ 8-10 Mb) em seu 

genoma (SHARON, 2010). 

 

 

2.10. Diversidade Genética em Streptomyces scabiei 

 

 

Famílias de sequências repetitivas de DNA estão distribuídas pelo genoma de 

diversas espécies bacterianas. Três famílias têm sido estudadas em maiores detalhes: REP 

(Repetitive Extragenic Palindromic sequence), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus sequence) e BOX (elementos Box) (DE BRUIJN, 1992; LOUWS, et al., 1999). 

Sequências repetitivas (rep-PCR) têm sido utilizadas na identificação e diferenciação 

de diferentes espécies de fitobactérias (RAMUNDO; CLAFLIN, 2005). A identificação de 

sequências consenso nesses elementos permitiu o desenho de primers específicos para as 

sequências REP e ERIC por Versalovic e colaboradores (1991). Os autores demonstraram 

que sequências homólogas a REP e ERIC estão presentes em gêneros bastante diversos 

de bactérias, especialmente em gram-negativas, e que os produtos de REP e ERIC-PCR 

geram padrões bastante característicos, constituindo um método potencial para 

fingerprinting de genomas bacterianos. 

Em 1992, De Bruijn demonstrou a aplicação de perfis de REP e ERIC-PCR no 

estudo de bactérias isoladas de solo, incluindo os gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, 

Azorhizobium, Agrobacterium e membros do gênero Pseudomonas, confirmando os dados 

de Versalovic e colaboradores (1991) quanto à aplicação desse método em análises 

moleculares e taxonômicas de bactérias. De Bruijn (1992) demonstrou que até linhagens de 
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Rhizobium altamente relacionadas puderam ser diferenciadas com base nesse tipo de 

análise. 

Desse modo, este método vem sendo amplamente aplicado por outros 

pesquisadores na microbiologia ambiental, incluindo fitobactérias Gram-negativas e Gram-

positivas (LOUWS; et al., 1997; RADEMAKER et al., 2000), e actinomicetos associados a 

plantas (CLARK et al., 1998). 

Em bactérias do gênero Xanthomonas estas sequências têm sido amplamente 

utilizadas em estudos de diferenciação e identificação e de relações filogenéticas entre as 

linhagens (LOUWS et al., 1994; LOUWS et al., 1995; OPGENORTH et al., 1996; POOLER; 

RITCHIE; HARTUNG, 1996; BOUZAR et al., 1999; RADEMAKER et al., 2000; STOGER et 

al., 2008).  

Com relação a estudos de diversidade genética no gênero Streptomyces, os relatos 

são escassos. Um dos primeiros trabalhos de utilização dessas sequências repetitivas foi 

realizado por Sadowsky e colaboradores (1996). Os autores investigaram se marcador BOX 

poderia ser empregado para separar linhagens de Streptomyces patogênicas das 

supressoras da doença e concluíram que essa técnica pode ser empregada na identificação 

das linhagens, porém não para a diferenciação entre elas, uma vez que no estudo essas 

duas categorias não puderam ser separadas em grupos distintos. 

Estudo envolvendo linhagens de Streptomyces associadas à cultura da batata foi 

realizado por Clark e colaboradores (1998), onde linhagens de S. ipomoeae, causando 

doença em batata doce, foram analisadas por rep-PCR. Nesse estudo, as sequências BOX, 

ERIC e REP foram empregadas para análise de diversidade de 36 linhagens provenientes 

de diferentes localizações nos Estados Unidos e Japão e os autores observaram uma alta 

homogeneidade genômica nessa espécie bacteriana. 

Por outro lado, linhagens de Streptomyces associadas à sarna da batata mostraram-

se fenotípica e geneticamente muito diversas em estudo envolvendo análises de taxonomia 

numérica de 80 isolados de Streptomyces sp., incluindo 35 associados à sarna em Israel 

(DOERING-SAAD et al., 1992). 

Takeuchi e colaboradores (1996), estudando linhagens de Streptomyces sp. 

associadas à sarna da batata, verificaram uma alta diversidade genética entre as linhagens 

com relação a sequências do gene 16S RNA ribossomal, concluindo que esse grupo de 

fitobactérias se mostrou filogeneticamente muito diverso. 

Num outro estudo envolvendo experimentos de hibridização DNA-DNA, os autores 

concluíram que a diversidade genética de linhagens de S. scabiei excedeu o nível de 

diversidade genética esperado para o grau de espécie. Pois algumas linhagens até se 

mostraram mais relacionadas fenotipicamente com linhagens de Streptomyces não 

patogênicas (HEALY; LAMBERT, 1991). 



23 
 

Wanner (2006) realizou um estudo envolvendo os genes de patogenicidade txtAB 

relacionado à síntese da fitotoxina taxtomina, genes tomA, que codifica a enzima tomatinase 

e nec1, que codifica a proteína necrogênica Nec1, descritos por Bukhalid; Chung; Loria, 

(1998). Nesse estudo ficou demonstrado que as espécies S. scabiei e S. europaeiscabiei, 

isoladas de campo de batata em seis locais diferentes nos Estados Unidos, apresentaram 

esses três genes marcadores, porém o autor verificou diferenças nos perfis populacionais 

dessas espécies, concluindo que a alta diversidade genética de linhagens de Streptomyces 

pode estar associada as diferenças na incidência e severidade da doença. 

Davelos e colaboradores (2004) também demonstraram que há uma grande 

diversidade genética entre isolados de actinomicetos. Esse estudo empregou a técnica de 

rep-PCR para demonstrar a variabilidade genética entre espécies de Streptomyces 

coletadas em três locais distintos de pradaria, com quatro diferentes profundidades no 

Estados Unidos. Os resultados mostraram a ocorrência de linhagens filogeneticamente 

distintas para cada local e os autores concluíram que a diversidade genética tende a 

diminuir com o aumento da profundidade do solo e que essa diminuição pode ser atribuída a 

uma variedade de fatores, incluindo umidade de solo e quantidade de carbono disponível.  

Mais recentemente, St-Onge e colaboradores (2008) realizaram um estudo de 

diversidade genética com 41 linhagens de Streptomyces sp. isoladas de lesões em 

tubérculos de batata no Canadá. O trabalho envolveu análises de rep-PCR (BOX- e ERIC-

PCR); genes de patogenicidade e virulência; e sequenciamento dos genes 16S RNA 

ribossomal e rpoB. Embora a maioria dos isolados tenha se mostrado estreitamente 

relacionada com a linhagem Tipo de S. scabiei e nas análises de sequências dos genes, os 

autores obtiveram dez grupos genéticos distintos nas análises de rep-PCR. 

 

 

 

 

 

 

. 
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3. OBJETIVO GERAL  

 

 

Os objetivos deste trabalho foram a caracterização da diversidade genética de 

linhagens de Streptomyces scabiei e a avaliação do potencial antagônico de linhagens de 

Streptomyces sp., Bacillus subtilis e Paenibacillus sp. no controle da sarna da batata. 

 

 

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

a) Caracterização da diversidade genética de linhagens de Streptomyces scabiei 

isoladas de diferentes regiões produtoras do Brasil por meio da técnica de rep-PCR (BOX, 

ERIC e REP-PCR); 

b) Avaliação do potencial antagônico de linhagens de Streptomyces sp., isoladas 

de cupinzeiro ou solo, de Bacillus subtilis e Paenibacillus sp. no controle da sarna da batata 

por meio de testes in vitro empregando-se a técnica de difusão em Ágar, semeadura por 

estrias, metabolito volátil e pareamento de culturas; 

c) Avaliação de linhagens de Bacillus subtilis quanto à capacidade de promoção 

de crescimento de plantas de batata em testes in vivo. 

 

 

 



25 
 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1.  Linhagens testadas neste estudo e condições de cultivo 

 

 

As linhagens de Streptomyces scabiei utilizadas neste estudo foram cedidas pela 

Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico (IBSBF), Campinas, SP (Tabela 

1). Essas linhagens foram utilizadas nos experimentos de rep-PCR para análise de 

diversidade genética e três delas, IBSBF 2049T (linhagem Tipo), IBSBF 2298 (isolada em 

São Gotardo/MG) e IBSBF 2318 (isolada em Mucugê/ BA) foram empregadas nos 

experimentos de avaliação do potencial antagônico in vitro. Essas linhagens foram 

selecionadas pelo alto grau de severidade da doença observado em estudo anterior 

(CORRÊA, 2011). 

Nos testes de antagonismo foram avaliadas dez linhagens de Streptomyces sp., 

isoladas de cupinzeiro ou solo, cedidas pela Dra. Fabiana Fantinatti Garboggini, da Divisão 

de Recursos Microbianos – DRM do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, 

Biológicas e Agrícolas (CPQBA/UNICAMP), Campinas-SP (Tabela 2); quatorze (14) 

linhagens de Bacillus subtilis (IBSBF 808, 809, 810, 811, 812, 813, 814, 815, 896, 897, 898, 

899, 900, 901) e uma linhagem de Paenibacillus sp. (IBSBF 2305) cedidas pela Coleção de 

Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico (IBSBF), Campinas, SP. Todas essas 

linhagens foram testadas contra as três linhagens de S. scabiei selecionadas. 

As linhagens pertencentes ao gênero Streptomyces foram semeadas em meio de 

cultura YME (extrato de levedo 4 g, extrato de malte 10 g, glucose 4 g, Ágar 20 g, água 

destilada q.s.p. 1000 mL, pH 7,2), incubadas a 28 ºC por aproximadamente sete dias e 

mantidas no mesmo meio. 

As linhagens de Bacillus subtilis e Paenibacillus sp. foram semeadas em meio de 

cultivo NA – Nutriente Ágar (peptona 5 g, NaCl 5 g, extrato de carne 3 g, Ágar 18 g e água 

destilada q.s.p. 1000 mL, pH 7), incubadas a 28 ºC por aproximadamente 48 horas e 

mantidas no mesmo meio. 
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Tabela 1. Linhagens de Streptomyces scabiei analisadas neste estudo. 

IBSBF Procedência Cultivar 
1886 Ibiocara – BA Monalisa 
1936 Itapeva – SP Monalisa 
2049T Estados Unidos  
2124 Bueno Brandão – MG Monalisa 
2147 Ibicoara – BA Ágata 
2203 Tambaú – SP Ágata 
2204 Tambaú – SP Monalisa 
2228 Ibicoara – BA Ágata 
2239 Ibicoara – BA Ágata 
2242 Ipuiuna – MG Cupido 
2248 Itapetininga – SP Ágata 
2250 Itapetininga – SP Mondial 
2251 Ibicoara – BA Mondial 
2257 Nova Resende – SP Desconhecida 
2282 Quitandinha – PR Ágata 
2292 São Mateus do Sul – PR Cupido 
2293 São Mateus do Sul – PR Cupido 
2294 São Mateus do Sul – PR Cupido 
2298 São Gotardo – MG Ágata 
2308 Mucugê – BA Ágata 
2315 Pinhão – PR Ágata 
2316 Mucugê – BA Cupido 
2317 Mucugê – BA Cupido 
2318 Mucugê – BA Cupido 
2359 Cristalina – GO Beta vulgaris 

2388 Itapetininga – SP Asterix 
2408 Poços de Calda – MG Ágata 
2409 Cristalina – GO Ágata 
2410 Cristalina – GO Ágata 
2411 Cristalina – GO Ágata 
2475 Ibicoara – BA Ágata 
2476 Mucugê – BA Ágata 
2501 Piedade – SP Monalisa 
2502 Bueno Brandão – MG Ágata 
2503 Ibicoara  BA Monalisa 
2523 Ibiraiaras – RS Cupido 
2524 Ibiraiaras – RS Cupido 
2528 Indaiatuba – SP Ágata 
2529 Indaiatuba – SP Ágata 
2809 São Francisco de Paula – RS Asterix 
2811 São Francisco de Paula – RS Asterix 
2860 Irineópolis – SC Ágata 
2950 Canoinhas – SC Asterix 
2954 Canoinhas – SC Asterix 

IBSBF (Coleção de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biológico, São 
Paulo, Brasil); T = linhagem Tipo. 
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Tabela 2. Linhagens de Streptomyces sp., isoladas de cupinzeiro ou solo. 

Código* Procedência Solo/Hospedeiro 

53 Caatinga Solo 

CDPA 10 Chapada Diamantina, Poço Azul, BA Solo 

LC 03 Lafaiete Coutinho, BA Cornitermes sp. (cupinzeiro) 

LC 16 Lafaiete Coutinho, BA Cornitermes sp. 

LC 32 Lafaiete Coutinho, BA Cornitermes sp. 

LC 40 Lafaiete Coutinho, BA Cornitermes sp. 

MC 25 Morro do Chapéu, BA Constrictotermes sp. (cupinzeiro) 

PA 03 Caatinga Solo 

PA 10 Caatinga Solo 

PA 27 Caatinga Solo 

* Linhagens isoladas por Getúlio Freitas Bonfim, aluno de Mestrado da Universidade Estadual de 
Feira de Santana, BA. 

 

 

4.2. Caracterização Molecular 

 

 

4.2.1.  Extração de DNA cromossômico 

 

 

As culturas de Streptomyces scabiei foram submetidas à extração de DNA segundo 

a metodologia descrita por Pitcher, Saunders e Owen (1989) com algumas modificações. 

A pureza e quantificação dos DNAs das amostras foram realizadas por meio de 

eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampão TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001 M 

EDTA). Os géis foram corados com brometo de etídeo (10 mg/mL), visualizados em 

transiluminador sob luz ultravioleta e fotografados em sistema digital de fotodocumentação 

Alpha Innotech 2200. 
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4.2.2. Análise da diversidade genética dos isolados de Streptomyces 

scabiei por rep-PCR 

 

 

Foram utilizados cerca de 100 ng de DNA de cada amostra em reações de 25 µL e 

os primers utilizados foram: REP1R I (5’ III ICG ICG ICA TCI GGC 3’) e REP2 I (5’ ICG ICT 

TAT CIG GCC TAC 3’); ERIC 1R (5’ ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C 3’) e ERIC2 (5’ 

AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G 3’); e BOX A1R (5’ CTA CGG CAA GGC GAC GCT 

GAC G 3’) (LOUWS et al., 1997). 

Os protocolos de amplificação para os diferentes primers foram: 

REP-PCR: 2,5 U de enzima Taq polimerase Fermentas, 1X tampão de reação da 

enzima, 0,2 mM de dNTPs, 0,25 mM de cada primer, 3,0 mM MgCl2, por reação. O 

programa de amplificação das amostras consistiu de um ciclo de desnaturação inicial a 95o 

C/ 6 min.; seguido de 30 ciclos a 94o C/ 1 min.; 40o C/ 1 min. e 65o C/ 8 min; e um ciclo de 

extensão final a 65o C/ 16 min. 

ERIC-PCR: 2,5 U de enzima Taq polimerase Fermentas, 1X tampão de reação da 

enzima, 0,3 mM de dNTPs, 0,4 mM de cada primer, 3,0 mM MgCl2, por reação. O programa 

de amplificação das amostras consistiu de um ciclo de desnaturação inicial a 95o C/ 7 min.; 

seguido de 30 ciclos a 94o C/ 1 min.; 52o C/ 1,3 min. e 65o C/ 8 min; e um ciclo de extensão 

final a 65o C/ 16 min. 

BOX-PCR: 2,0 U de enzima Taq polimerase Fermentas, 1X tampão de reação da 

enzima, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 mM do primer, 1,5 mM MgCl2, por reação. O programa de 

amplificação das amostras consistiu de um ciclo de desnaturação inicial a 95o C/ 7 min.; 

seguido de 30 ciclos a 94o C/ 1 min.; 53o C/ 1 min. e 56o C/ 8 min; e um ciclo de extensão 

final a 65o C/ 16 min. 

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

2,5% em tampão TAE 1X. Os géis foram corados com brometo de etídeo (0,1 mg/mL), 

visualizados em fonte de luz U.V. e fotografados. 

 

 

4.2.3. Análise dos padrões de fingerprinting 

 

 

Os perfis obtidos por rep-PCR foram analisados através do sistema binário (bandas 

presentes, 1 ou ausentes, 0 para cada linhagem). Os fragmentos abaixo de 100 pb não 

foram considerados nas análises. A matriz de similaridade foi construída utilizando-se o 

programa de similaridade para dados qualitativos (SIMQUAL), com o coeficiente de Dice. Os 
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dendrogramas foram construídos utilizando-se o algorítmo de agrupamento UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) por meio do programa NTSYS-PC 

(ROHLF, 1992). 

 

 

4.3. Avaliação do potencial antagônico in vitro  

 

 

4.3.1. Teste de difusão em Ágar 

 

 

Os testes de difusão em Ágar foram realizados de acordo com Romeiro (2001). As 

linhagens de S. scabiei foram semeadas em placa de Petri contendo meio de cultura YME. 

As placas foram armazenadas em estufa a 28° C durante sete dias.  

Foram realizadas suspensões bacterianas na concentração de 108 UFC.mL-1 em 

água destilada esterilizada, ajustadas de acordo com a escala de Mc Farland. Cerca de 100 

µL dessas suspensões foram espalhados em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA 

(Batata Dextrose Ágar - DIFCO) com o auxílio de uma alça de Drigalski. 

As linhagens de Bacillus subtilis foram semeadas em meio de cultura NA e 

incubadas a 28° C por três dias. Posteriormente, uma massa de células bacterianas foi 

recuperada com o auxílio de uma alça descartável (10 µL) e inoculada em tubos cônicos de 

plástico tipo Falcon (15 mL) contendo 5 mL de meio BD (Batata Dextrose Broth). Os tubos 

foram incubados a 28° C por três dias, sob agitação. 

Passado esse período, esses tubos foram centrifugados a 11.000 rpm por cinco 

minutos. Recuperou-se o sobrenadante em um novo tubo e o mesmo foi mais uma vez 

centrifugado nas mesmas condições. Logo após a centrifugação, o sobrenadante foi 

transferido para uma seringa descartável de 5 mL e filtrado (0,22 µm). Em seguida foi 

depositada uma alíquota de 50 µL do filtrado em um orifício de 7 mm de diâmetro localizado 

no centro da placa de Petri contendo o meio de cultivo. 

Nos testes efetuados com as linhagens de Streptomyces isoladas de cupinzeiro ou 

solo, o procedimento foi o mesmo descrito acima, exceto que as linhagens foram cultivadas 

em meio de cultivo YME a 28° C por sete dias. 

Como controle negativo foram depositados 50 µL de água destilada esterilizada. 

As leituras dos experimentos foram realizadas medindo-se os halos de inibição (mm), 

obtendo-se a média para cada linhagem analisada. Esses experimentos foram realizados 

em triplicata (ROMEIRO, 2001). 
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4.3.2. Método de semeadura por estrias 

 

 

Um outro método de análise de potencial antagônico testado foi o de semeadura por 

estrias (ROMEIRO, 20010. Nesse experimento, foram preparadas placas de Petri de vidro 

contendo uma camada delgada de meio de cultivo NA para o crescimento das linhagens a 

serem testadas com relação ao potencial de inibição de crescimento de S. scabiei. As 

linhagens antagonistas foram semeadas em riscas paralelas e equidistantes, de 

comprimento um pouco menor que o diâmetro da placa (aproximadamente 7 cm).  

Após incubação a 28° C por 48 h, procedeu à morte das mesmas. Inverteu-se as 

placas, adicionou-se 2 mL de clorofórmio à superfície interna da tampa de cada placa e 

fechou-se com o objetivo do vapor eliminar as células antagonistas. Depois de 1 hora, as 

placas foram abertas em ambiente asséptico durante 30 minutos para a eliminação dos 

resíduos de clorofórmio. Para garantir a morte das células, as placas foram, posteriormente, 

expostas à luz ultravioleta por 25 min, com exposição direta. 

Passado esse período, adicionou-se 5 mL de meio de cultivo YME semi-sólido 

fundente sobre a superfície das placas que continham as colônias previamente inativadas 

com clorofórmio. Após solidificação do meio de cultura, as linhagens de S. scabiei (IBSBF 

2049T, 2298 e 2318) foram semeadas por meio de estrias paralelas e equidistantes entre si, 

mas em ângulo reto com as estrias anteriormente efetuadas na camada de baixo. As placas 

foram incubadas a 28° C por três dias para posterior visualização de linhas de inibição 

(ROMEIRO, 2001). 

 

 

4.3.3. Avaliação de produção de metabólitos voláteis 

 

 

A atividade antagônica pela produção de compostos voláteis foi avaliada inoculando-

se linhagens de S. scabiei e as linhagens a serem testadas, duas a duas, em ambiente 

hermeticamente fechado. Após incubação a 28° C por sete dias (S. scabiei ou Streptomyces 

sp. isoladas de cupinzeiro ou solo) e três dias (Paenibacillus sp. ou B. subtilis), discos com 7 

mm de diâmetro foram retirados dos meios contendo o crescimento bacteriano e colocados 

no centro da superfície de uma nova placa contendo meio BDA. As tampas foram removidas 

e as placas contendo discos das linhagens a serem testadas para potencial antagônico 

foram colocadas na parte inferior, enquanto que as placas com o disco de crescimento de S. 

scabiei foram colocadas na parte superior do sistema. As “duplas” de placas (S. scabiei + 

linhagem antagonista) foram seladas com película tipo “parafilm” (Figura 4). Desse modo, na 
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parte superior das placas ficaram as linhagens patogênicas (S. scabiei) e na parte inferior as 

possíveis linhagens antagonistas (Streptomyces sp. isoladas de cupinzeiro ou solo; e 

linhagens de Bacillus subtilis). Conjuntos de placas controle foram preparados sem bactérias 

na placa inferior. As placas de Petri foram incubadas a 28° C por sete dias (CHAURASIA et 

al., 2005). 

A porcentagem (%) de inibição de crescimento do teste foi calculada empregando-se 

a seguinte fórmula: (r1 - r2/ r1) x 100 onde r1, representa o crescimento radial da S. scabiei 

sem a presença das linhagens antagonistas, e r2 representa o crescimento radial de S. 

scabiei em conjunto, ou seja, na presença de linhagens antagonistas (CHAURASIA et al., 

2005). Os experimentos foram realizados em triplicata com as linhagens de Streptomyces 

sp. e em duplicata com B. subtilis. Os dados obtidos foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade (PIMENTEL-

GOMES, 1990). 

 

 

Figura 4. Placas de Petri seladas com película tipo “parafilm” no teste de metabólito volátil. 

 

 

4.3.4. Teste de pareamento de culturas 

 

 

O teste de pareamento de culturas foi realizado de acordo com Gomes, Grigoletti Jr., 

Auer (2001). Após crescimento bacteriano das linhagens de S. scabiei, Streptomyces sp. 

(cupinzeiro ou solo) e B. subtilis nos respectivos meios de cultivo, discos com 7 mm de 

diâmetro foram cortados e colocados sobre uma nova superfície de meio de cultivo BDA, 

sendo que em um dos lados foi adicionado um disco de cultura do patógeno e no outro, um 

disco de cultura do antagonista, em posições opostas. No teste de S. scabiei com linhagens 

de B. subtilis, esses discos foram colocados bem próximos a borda da placa, enquanto que 

nos testes de linhagens de S. scabiei com linhagens de Streptomyces sp., esses foram 

colocados a uma distância de 3 cm da borda da placa, objetivando-se aproximação das 

mesmas, uma vez que o tempo de crescimento de ambas é mais lento ( 7-10 dias). 
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Após a transferência, as placas foram mantidas em estufa a 28° C por sete dias. 

Como controle negativo foi colocado um disco apenas com meio de cultura BDA nas placas 

contendo linhagens de S. scabiei. Esse teste foi realizado em triplicata. 

A avaliação deste teste foi efetuada por meio da medição do diâmetro do 

crescimento da colônia. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as 

médias comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade (PIMENTEL-GOMES, 1990). 

 

 

4.3.5. Teste de promoção de crescimento in vivo 

 

 

Devido ao fato do presente trabalho ter envolvido diferentes linhagens de Bacillus 

subtilis, decidiu-se também realizar um teste para se verificar se essas linhagens teriam 

algum efeito sobre plantas de batata, uma vez que dados de literatura demonstraram que 

essa espécie bacteriana tem contribuído para a promoção de crescimento de plantas e 

nutrição (biofertilizantes e fitoestimuladores) e/ ou facilitação da interação entre a planta 

hospedeira e outros organismos benéficos (ANTOUN e PREVOST, 2006). 

Os tubérculos-semente em fase de germinação foram cedidos pela Associação 

Brasileira da Batata (ABBA). Esses foram desinfetados superficialmente com solução de 

NaOCl a 0,5% por 15 minutos, sob agitação. Em seguida foram lavados em água destilada 

por 15 minutos, sob agitação, para a retirada da solução de hipoclorito da superfície dos 

tubérculos. Após esse procedimento, os minitubérculos foram secos a temperatura 

ambiente. 

Foram preparadas suspensões bacterianas de aproximadamente 108 UFC. mL-1 

(ajustadas de acordo com a escala de Mc Farland ) das linhagens de Bacillus subtilis. Em 

seguida, os tubérculos foram imersos nessas suspensões por aproximadamente cinco 

minutos e posteriormente plantados em vasos com 15 centímetros de diâmetro preenchidos 

com substrato Golden Mix Misto (fibra de coco). 

Os vasos foram mantidos em casa de vegetação do Laboratório de Plantas 

Daninhas, Centro Experimental Central do Instituto Biológico, Campinas, SP; e as plantas 

foram regadas com 100 mL de água por vaso a cada três dias.  

Como controles negativos foram utilizados vasos com tubérculos-semente sem 

adição da suspensão das linhagens de B. subtilis. 

Após 30 dias do plantio, a parte aérea das plantas foi removida e submetida à 

secagem em estufa a 65-70 °C, até obtenção de peso constante da massa de matéria seca 

(MMSPA), em gramas. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, 

com cinco repetições, sendo cada repetição constituída por um vaso com um tubérculo-
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semente. Os dados obtidos foram submetidos à formula x= x + 1.0, com análise de variância 

e as médias comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade (PIMENTEL-GOMES, 

1990) e os resultados foram avaliados segundo a fórmula: valor do peso médio do 

tratamento - valor do peso médio do controle x 100 / valor do peso médio do controle, para 

avaliar a porcentagem da promoção de crescimento das plantas. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Análise dos padrões de fingerprinting  

 

 

A diversidade genética de 43 linhagens de Streptomyces scabiei foi avaliada por 

meio da análise comparativa entre os padrões eletroforéticos gerados pela amplificação de 

sequências repetitivas do DNA genômico, determinadas pelo emprego dos iniciadores BOX 

A1R e ERIC R1/ERIC 2. 

 

 

5.1.1. Análise por BOX-PCR 

 

 

Os padrões de bandas gerados pela amplificação de sequências repetitivas do DNA 

bacteriano com o iniciador BOX A1R encontram-se na Figura 5. O dendrograma de 

similaridade gerado, considerando-se os fragmentos de 410 a 3000 pb, revelaram a 

formação de inúmeros grupos, com similaridade de 2 a 100%, observando-se uma alta 

variabilidade genética entre as linhagens analisadas (Figura 5, 6). 

 

 
Figura 5. Produtos de amplificação do DNA de linhagens de S. scabiei utilizando-se o 

iniciador BOX A1R. (M) marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas). Linhagens IBSBF (1) 1886, 
(2) 2049T, (3) 2124, (4) 2147, (5) 2203, (6) 2204, (7) 2242, (8) 2248, (9) 2250, (10) 2251, (11) 2257, 
(12) 2282, (13) 1936, (14) 2293, (15) 2294, (16) 2298, (17) 2308, (18) 2315, (19) 2316, (20) 2317, (21) 
2359, (22) 2388, (23) 2408, (24) 2409, (25) 2410, (26) 2411, (27) 2475, (28) 2476, (29) 2501, (30) 
2502, (31) 2503, (32) 2523, (33) 2524, (34) 2528, (35) 2529, (36) 2809, (37) 2811, (38) 2860, (39) 
2950, (40) 2954, (41) 2228, (42) 2239 e (43) 2292.  

 

Após a construção do dendrograma, observou-se que as linhagens IBSBF 2410 e 

2411 isoladas do estado de Goiás (GO) apresentaram 100% de similaridade entre si, 

1000 pb  

500 pb 
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similaridade de 100% também ocorreu para as linhagens IBSBF 2950 e 2954, isoladas em 

Santa Catarina (SC); IBSBF 2228 e 2239, isoladas da Bahia; e IBSBF 2292, 2293 e 2294, 

isoladas no Paraná (PR). 

A linhagem tipo da espécie S. scabiei IBSBF 2049T apresentou similaridade de 

aproximadamente 50% com a linhagem IBSBF 2503, isolada na Bahia (BA) e 

aproximadamente 30% com as linhagens restantes. A linhagem IBSBF 2202, isolada no 

Paraná (PR), se destacou pelo baixo nível de similaridade, com aproximadamente 2% em 

comparação com as demais. 

Nesse experimento não foi possível agrupar as linhagens por região geográfica de 

isolamento. 

 Figura 6. Dendrograma de similaridade gerado de acordo com os perfis de amplificação utilizando-se 
o iniciador BOX A1R.   

 

22 28 BA 
2239 BA 
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5.1.2. Análise por ERIC-PCR 

 

 

Os padrões de bandas gerados pela amplificação de sequências repetitivas do DNA 

bacteriano com os iniciadores ERIC1R/ERIC2 encontram-se na Figura 7. Nestes 

experimentos foram considerados fragmentos de 390 a 3000 pb. 

Como observado nas amplificações com o iniciador BOX A1R, uma alta diversidade 

genética foi observada entre as linhagens. O dendrograma de similaridade construído 

revelou valores de 3 a 100% e, novamente, não foi possível a separação das linhagens por 

região de isolamento (Figura 8). 

Como ilustra o dendrograma, as linhagens IBSBF 2242, 2315 e 2523 apresentaram 

100% de similaridade, mas as mesmas são provenientes de estados diferentes Minas 

Gerais (MG), Paraná (PR) e Rio Grande do Sul (RS), respectivamente. O mesmo ocorreu 

com as linhagens IBSBF 2282 e 1936, isoladas no Paraná (PR) e São Paulo (SP). 

Uma vez que as localidades são bem distantes umas das outras, suspeita-se que 

pode ter havido troca de material vegetal contaminado entre os produtores, ou obtenção de 

tubérculo semente infectado pela bactéria. 

Nessa análise, a linhagem IBSBF 2502, isolada em Minas Gerais (MG) foi a que se 

destacou pela baixa similaridade com as demais linhagens com apenas 3%. 

 

Figura 7. Produtos de amplificação do DNA de linhagens de S. scabiei utilizando-se os 
iniciadores de ERIC1R/ ERIC2 (M) marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas). Linhagens 
IBSBF (1) 1886, (2) 2049T, (3) 2124, (4) 2147, (5) 2203, (6) 2204, (7) 2242, (8) 2248, (9) 2250, (10) 
2251, (11) 2257, (12) 2282, (13) 1936, (14) 2293, (15) 2294, (16) 2298, (17) 2308, (18) 2315, (19) 
2316, (20) 2317, (21) 2359, (22) 2388, (23) 2408, (24) 2409, (25) 2410, (26) 2411, (27) 2475, (28) 
2476, (29) 2501, (30) 2502, (31) 2503, (32) 2523, (33) 2524, (34) 2528, (35) 2529, (36) 2809, (37) 
2811, (38) 2860, (39) 2950, (40) 2954, (41) 2228, (42) 2239 e (43) 2292.  

1000 pb  

500 pb  
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Figura 8. Dendrograma de similaridade gerado de acordo com os perfis de amplificação 

utilizando-se os iniciadores ERIC1R/ ERIC2.   
 

 

5.1.3. Análise por REP-PCR 

 

 

Com relação às análises por REP-PCR, inúmeros testes foram realizados utilizando-

se os marcadores REP1R I e REP2 I, porém os perfis obtidos não foram claros o suficiente 

para serem analisados. Desse modo, optou-se por não incluir esse marcador no presente 

estudo. Em estudo de diversidade genética de linhagens de Streptomyces sp. realizado por 

St-Onge e colaboradores (2008), somente análises de ERIC- e BOX-PCR foram 

apresentadas, indicando que, provavelmente, o marcador REP não seja indicado para 

estudos do gênero Streptomyces. 

 

No presente estudo os padrões gerados por BOX- e ERIC-PCR revelaram uma alta 

variabilidade genética entre as linhagens de S. scabiei investigadas, com valores de 

22 28 BA 
2239 BA 
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similaridade que variaram de 2 a 100%. Nas duas análises as linhagens ficaram distribuídas 

em diversos ramos, sem possibilidade de agrupamento por região de isolamento.  

Em estudos de doença bacteriana em batata doce, Clark e colaboradores (1998) 

verificaram que linhagens de S.ipomoeae isoladas de diferentes localizações nos Estados 

Unidos e Japão mostraram uma alta homogeneidade genômica nas análises de rep-PCR 

(BOX-, ERIC- e REP-PCR). 

Por outro lado, estudos do gene 16S RNA ribossomal mostraram que linhagens de 

Streptomyces sp. associadas à sarna da batata formam um grupo filogeneticamente muito 

diverso (TAKEUCHI et al., 1996), assim como estudos de hibridização DNA-DNA (HEALY; 

LAMBERT,1991), Alta diversidade infraespecífica em S. scabiei também já foi relatada em 

estudos de taxonomia numérica realizados por Doering-Saad e colaboradores (1992), 

corroborando os dados obtidos nas análises de rep-PCR do presente trabalho. 

Linhagens de Streptomyces patogênicas e linhagens supressoras da doença não 

puderam ser separadas por análises de rep-PCR (BOX-PCR), entretanto os autores 

concluíram que essas estão estreitamente relacionadas entre si e que a técnica de rep-PCR 

pode ser uma ferramenta útil na determinação da identidade das linhagens (SADOWSKY et 

al. 1996). 

Ainda, uma grande variabilidade genética entre espécies de Streptomyces foi 

relatada por Davelos e colaboradores (2004) em estudo de actinomicetos em solos de 

pradaria nos Estados Unidos, uma vez que os 153 isolados analisados formaram 102 

grupos genéticos diferentes. Esse trabalho envolveu analise de três locais distintos de 

pradaria, com quatro diferentes profundidades e os resultados indicaram que diferenças na 

composição e diversidade genética sugerem que há ambientes distintos e que essa 

diversidade tende a diminuir com o aumento da profundidade do solo.  

 

 

5.2. Avaliação do potencial antagônico in vitro  

 

 

5.2.1. Teste de difusão em Ágar 

 

 

Nos testes de difusão em Ágar foram testadas as 14 linhagens de B. subtilis (IBSBF 

808, 809, 810, 811, 812, 813, 814, 815, 896, 897, 898, 899, 900 e 901), a linhagem de 

Paenibacillus sp. IBSBF 2305 e as dez linhagens de Streptomyces sp. (53, CDPA 10, LC 03, 

LC 16, LC 32, LC40, MC 25, PA 03, PA 10 e PA 27) isoladas de cupinzeiro ou solo contra as 

três linhagens de S. scabiei (IBSBF 2049T, 2298 e 2318). 
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Nesses testes, as linhagens de B. subtilis e Paenibacillus sp. não apresentaram 

halos de inibição (Figuras 9, 10 e 11). 

 

 

Figura 9. Teste de difusão em Ágar utilizando-se a linhagem de B. subtilis. (IBSBF 812) 
contra linhagem de S. scabiei IBSBF 2049T. (A) controle somente com água; (B) (C) e (D) Placas 
contendo 50 µL do filtrado da linhagem de Bacillus no orifício central. 

 

 

Figura 10. Teste de difusão em Ágar utilizando-se a linhagem de B. subtilis. (IBSBF 814) 
contra linhagem de S. scabiei IBSBF 2298. (A) controle somente com água; (B) (C) e (D) Placas 
contendo 50 µL do filtrado da linhagem de Bacillus no orifício central. 
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Figura 11. Teste de difusão em Ágar utilizando-se linhagem a de Paenibacillus sp. (IBSBF 
2305) contra linhagem de S. scabiei IBSBF 2318. (A) controle somente com água; (B) (C) e (D) 
Placas contendo 50 µL do filtrado da linhagem de Paenibacillus no orifício central. 

 

 

Embora no presente teste as linhagens de B subtilis não tenham apresentado 

qualquer efeito sobre as linhagens de S. scabiei, na literatura há vários relatos do emprego 

de linhagens de Bacillus no controle de fitopatógenos. 

Testes realizados por Agarry e colaboradores (2005), mostraram que espécies de 

Bacillus sp. foram muito eficientes na inibição do crescimento de Aspergillus niger, A. 

fumigatus, Fusarium moniliforme, Rhizoctonia sp. e Escherichia coli e concluíram que a 

atividade antagonista das espécies de Bacillus sp. poderia ser atribuída a produção de 

endósporo, uma vez que esses antagonistas seriam mais adaptados às condições 

ambientais extremas do patógeno. 

Há vários estudos realizados com relação à utilização de Bacillus subtilis no controle 

de doenças, como por exemplo, a podridão negra causada por Xanthomonas campestris pv. 

campestris, principal doença bacteriana nas crucíferas. Se a cultura for infectada, 

recomenda-se a eliminação total, por isso é importante fazer o tratamento preventivo. Em 

cucurbitáceas, a mancha aquosa causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, é 

responsável por grandes perdas na produção e depreciação dos frutos, e o emprego de 

Bacillus subtilis reduziu a severidade da doença, sendo recomendado para o tratamento de 

sementes infectadas, isoladamente ou em condições de associação com outros agentes de 

controle (D’AGOSTINO, 2009). 

Por último, existe um único trabalho relatando a inibição de Streptomyces da sarna 

por Bacillus sp. Han e colaboradores (2005) realizaram experimentos também pela 

    A 

    D 

    B 

    C 
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metodologia de difusão em ágar empregando uma linhagem de Bacillus sp. para o controle 

do agente causal da sarna comum em batata e demonstraram que a taxa de infecção 

diminuiuz de 75% de infecção por S. scabiei para 35% após tratamento com a linhagem de 

Bacillus sp. Os autores identificaram os compostos iturina A e macrolactina A como os 

responsáveis por essa inibição. Nos nossos testes não foi verificada inibição das linhagens 

de S. scabiei por linhagens de B. subtilis, entretanto, no trabalho realizado por Han e 

colaboradores (2005) foram testados metabólitos secundários purificados de Bacillus sp., 

enquanto que no presente estudo foram utilizados os produtos brutos apenas filtrados. 

 

Das dez linhagens de Streptomyces sp. isoladas de cupinzeiro ou solo testadas, 

apenas uma delas, a linhagem PA 03, isolada do solo, apresentou halo de inibição contra as 

três linhagens patogênicas de S. scabiei (Figura 12). 

 

  

Figura 12. Teste de difusão em Ágar utilizando-se a linhagem de Streptomyces sp.. (PA 03) 
contra linhagens de Streptomyces scabiei (A) IBSBF 2049T e (B) IBSBF 2298. 

 

Estudos realizados por Sharon (2010) mostraram que isolados de solo identificados 

como Streptomyces produziram metabólitos secundários, sendo um processo fundamental 

para essa espécie de bactéria e que estes metabólitos possuem funções diferentes, como 

por exemplo, antibióticos. Nesse sentido, o halo de inibição observado nos testes do 

presente estudo pode ser resultado da ação de um desses metabólitos e por isso, estudos 

futuros de identificação e caracterização desses compostos deverão ser conduzidos, uma 

vez esse resultado parece bem promissor para novos testes em casa de vegetação e no 

campo.  

 

A B 

controle 
controle 
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5.2.2.  Método de semeadura por estrias 

 

 

Inúmeros testes foram realizados pelo método de semeadura por estrias, durante o 

período de abril a julho de 2014 (Figura 13). Mesmo aumentando-se a dosagem de 

clorofórmio e o tempo de exposição das placas à luz ultravioleta, não ocorreu a inativação 

das linhagens de Bacillus subtilis, inviabilizando a aplicação desse teste no presente estudo. 

 

  
Figura 13. (A) Linhagens de S. scabiei semeadas no sentido horizontal (IBSBF 2049T, 2298 e 

2318) e linhagens de B. subtilis semeadas na vertical (IBSBF 812 e 813). (B) linhagens de S. scabiei 
semeadas na horizontal (IBSBF 2049T, 2298 e 2318) e linhagem de B. subtilis (IBSBF 810) e de 
Paenibacillus sp. (IBSBF 2305) semeadas na vertical. 

 

Estudos realizados por Cano e colaboradores (1995), mostraram que Bacillus subtilis 

produz endósporo, o que o torna extremamente resistente às agressões externas. Portanto, 

concluímos que mesmo alterando-se as condições de clorofórmio e luz UV, essa resistência 

impediu a inativação da linhagem de Bacillus, impossibilitando a realização desse tipo de 

teste. 

 

 

5.2.3.  Avaliação de produção de metabólitos voláteis 

 

 

As linhagens de B. subtilis IBSBF 809 e 810 apresentaram as maiores porcentagens 

de inibição sobre a linhagem Tipo de S. scabiei (IBSBF 2049T), havendo diferença 

significativa quando comparada ao tratamento controle. No caso dos ensaios com a 

linhagem IBSBF 899 a porcentagem de inibição foi de 11,53%, enquanto que com a 

linhagem IBSBF 809, esse número foi de 24,35%. Os melhores resultados foram obtidos 

com a linhagem IBSBF 810, observando-se 33,33% de inibição do crescimento do 

patógeno.  

B A 
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Com relação aos testes com a linhagem de S. scabiei IBSBF 2298, não foi verificada 

diferença significativa entre os tratamentos, embora tenha sido observado 15,15% de 

inibição com a linhagem IBSBF 810; 24,24% com a linhagem IBSBF 809; 36,36% com a 

linhagem IBSBF 899 e 37,37% com a linhagem IBSBF 814. Tal resultado pode ser explicado 

pelo fato de que o coeficiente de variação foi muito alto, ocasionado pelas medidas 

discrepantes das linhagens IBSBF 809 e 810. Além disso, a execução do experimento foi 

realizada apenas em duplicata. Em experimentos laboratoriais são recomendadas pelo 

menos três repetições por tratamento para que possam ser aplicados testes estatísticos, 

entretanto, o teste de Tukey foi empregado no presente ensaio apenas para dar uma ideia 

do resultado dos tratamentos em relação ao controle. Novos experimentos serão realizados 

com maior número de repetições para confirmação dos resultados obtidos. 

Por último, nos testes com a linhagem de S. scabiei IBSBF 2318, somente foi 

observada inibição nos ensaios com a linhagem IBSBF 810, com taxa 22,97% (Tabela 3, 

Figura 14).  

 

 
Tabela 3. Medidas do crescimento radial (mm) de linhagens de S. scabiei IBSBF 2049T, 2298 

e 2318 após teste de metabólito volátil com as linhagens de B. subtilis IBSBF 809, 810, 814 e 899 e 
porcentagem de inibição. 

 

Linhagens 2049T % inibição 2298 % inibição 2318 % inibição 

809 14,75 b * 24,35  12.50 a 24,24  19.50 a --- 

810 13,00 b 33,33  14.00 a 15,15  14.25 b 22,97  

814 21,00 a ---*** 10.25 a 37,87  19.50 a --- 

899 17,25 ab 11,53  10.50 a 36,36  19.25 a --- 

Controle** 19,50 a  16.50 a  18.50 ab  

CV % 6.27  15.93  6.84  

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 
significância. 

** Controle: placas de S. scabiei expostas apenas com blocos de meio de cultivo (sem B. subtilis). 

*** (---) Porcentagem não calculada devido à obtenção de valores de crescimento radial maiores que 
os obtidos nas placas controle. 

 

   

Figura 14. Teste de metabólito volátil utilizando-se (A) linhagem de S. scabiei IBSBF 2049T 
com a linhagem de B. subtilis IBSBF 814; (B) linhagem de S. scabiei IBSBF 2298 com a linhagem de 
B. subtilis IBSBF 814 e (C) linhagem de S. scabiei IBSBF 2318 com a linhagem de B. subtilis IBSBF 
899. 

 

 

AA           B          C   



44 
 

Nos testes de produção de metabólitos voláteis por linhagens de B. subtilis verificou-

se que os melhores resultados de inibição de crescimento foram de 33,33% para a linhagem 

Tipo de S. scabiei IBSBF 2049T e de 37,87%  para a linhagem nacional IBSBF 2298, 

proveniente de São Gotardo/MG. Nesses experimentos ficou evidente que a porcentagem 

de inibição variou de acordo com a linhagem de B. subtilis e de S. scabiei confrontadas.  

Estudos realizados por Chaurasia e colaboradores (2005) demostraram que o 

antagonismo pode ser mediado por uma variedade de compostos de origem microbiana, por 

exemplo, bacteriocinas, enzimas, substâncias tóxicas, metabólitos voláteis, entre outros. As 

linhagens de B. subtilis testadas produziram compostos voláteis que podem induziram 

anormalidades morfológicas nas estruturas de fungos patogênicos, acarretando efeitos 

quantitativos variados. Os compostos voláteis produzidos por B. subtilis causaram inibição 

de 31,74% no crescimento de Cladosporium oxysporum e de 99,15% para Paecilomyces 

lilacinus. 

 

Analisando a Tabela 3, podemos observar que algumas das linhagens de B. subtilis 

testadas possuem potencial para inibir linhagens de Streptomyces, causadoras da sarna da 

batata. Embora os testes realizados in vitro não traduzam a realidade do campo, 

possibilitam a seleção inicial de linhagens de com potencial de biocontrole de forma mais 

rápida e menos onerosa.  

 

O teste de produção de metabólitos voláteis, também foi realizado utilizando-se nove 

linhagens de Streptomyces sp., isoladas de cupinzeiro ou solo. Nesses ensaios verificou-se 

que as linhagens de cupinzeiro não produziram qualquer efeito no crescimento das 

linhagens de S. scabiei IBSBF 2049T e 2318. Por outro lado, nos testes com a linhagem 

IBSBF 2298 observou-se que a linhagem PA 27 causou 14,43% de inibição; as linhagens 

PA 10 e LC 32 causaram 20,75%; a linhagem MC 25, 23,45%; e o melhor resultado foi de 

30,64% utilizando-se a linhagem Streptomyces sp. LC 03, isolada de cupinzeiro (Tabela 4, 

Figura 15). 
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Tabela 4. Medidas do crescimento radial (mm) de linhagens de S. scabiei IBSBF 2049T, 2298 
e 2318 após teste de metabólito volátil com as linhagens de Streptomyces sp.e porcentagem de 
inibição. 

 
Linhagens 2049T % inibição 2298 % inibição 2318 % inibição 

LC 03 18,33 ab *                      ---*** 12,83 a                        30,64 17,33 a                        --- 

PA 27 19,16 a                        --- 15,83 a                       14,43 16,83 a                        --- 

PA 03 15,83 ab                       ---  18,00 a                        --- 20,00 a                        --- 

53 16,16 ab                       --- 21,00 a                        --- 19,33 a                        --- 

LC 16 17,66 ab                       --- 17,00 a                        --- 19,66 a                        --- 

PA 10 16,33 ab                       --- 14,66 a                    20,75 18,00 a                        --- 

LC 32 16,16 ab                       --- 14,66 a                        20,75 20,00 a                        --- 

CDPA 10 16,33 ab                       --- 16,16 a                        --- 17,50 a                        --- 

MC 25 14,66 b                       --- 14,16 a                        23,45 17,16 a                        --- 

Controle** 14,50 b  18,50 a   17,00 a   

CV% 8.35  19.49  12.76  

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 
significância. 

** Controle: placas de S. scabiei expostas apenas com blocos de meio de cultivo (sem Streptomyces 
sp.). 

*** (---) Porcentagem não calculada devido à obtenção de valores de crescimento radial maiores que 
os obtidos nas placas controle. 

 

 

    

Figura 15. Teste de metabólito volátil utilizando-se (A) linhagem de S. scabiei IBSBF 2049T 
com a linhagem de Streptomyces sp. MC 25; (B) linhagem de S. scabiei IBSBF 2298 com a linhagem 
de Streptomyces sp. LC 03 e (C) linhagem de S. scabiei IBSBF 2318 com a linhagem de 
Streptomyces sp. PA 27. 

 

 

A diferença de comportamento de inibição de crescimento das linhagens de 

Streptomyces isoladas de cupinzeiro ou solo frente às linhagens de S. scabiei deixou claro 

que a linhagem testada pode apresentar comportamentos diferentes com relação à 

linhagem a ser controlada. Estudos de biocontrole da sarna da batata realizados por Ryan e 

colaboradores (2004) mostraram que isolados de S. scabiei foram muito resistentes a 

      controle       controle       controle 

    A            B        C 
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inibição da ação de linhagens de Streptomyces sp. em testes in vitro, porém verificaram 

redução da severidade da doença na presença do antagonista em teste in vivo. As 

linhagens de Streptomyces sp. testadas variaram a eficácia como agentes de biocontrole e 

entre as cultivares de batata avaliadas no campo. Os autores concluíram, ainda, que a 

diversidade populacional e agressividade do patógeno representam um desafio significativo 

para o biocontrole da sarna e ressaltaram a necessidade de mais estudos em diferentes 

cultivares da batata na presença e ausência de antagonistas. 

No presente estudo, as linhagens de Streptomyces sp., PA27 e PA 10 (isoladas de 

solo), LC 32, MC 25 e LC 03 (isoladas de cupinzeiro) mostraram-se promissoras como 

agentes de biocontrole devendo ser testadas futuramente em casa de vegetação. Lee e 

colaboradores (2004) testaram 36 isolados de Streptomyces com potenciais antagônicos 

submetidos a testes in vivo usando a cultivar Daejima, contra linhagens patogênicas à 

batata, e desses isolados apenas seis mostraram controle acima de 40% contra S. scabiei. 

Foram testados isolados antagonistas liofilizados misturados com zeolito, bentonite, glucose, 

farelo de soja e quitina. Nesse estudo também foram testados produtos químicos para 

comparação dos resultados. Quatro isolados de Streptomyces sp., apresentaram atividade 

de inibição acima de 60% mostrando alta atividade inibitória contra o patógeno S. scabiei, e 

elevada resistência química a antibióticos ou pesticidas. Nesse trabalho os autores 

concluíram que antagonistas liofilizados foram eficazes no controle da sarna da batata. 

 

 

5.2.4. Teste de pareamento de culturas 

 

 

Nesse experimento foram testadas nove linhagens de B. subtilis (IBSBF 808, 810, 

812, 814, 815, 897, 898, 899 e 900) contra as três linhagens de S. scabiei. Para a linhagem 

de S. scabiei IBSBF 2049T, não foi observada diferença significativa entre as linhagens 

testadas, embora tenha se verificado que a linhagem IBSBF 814 inibiu o crescimento em 

6,68% e as linhagens IBSBF 897 e 900 em 2,68%. 

Nos testes com a linhagem de S. scabiei IBSBF 2298, foi observada diferença 

significativa entre os tratamentos com as linhagens de B. subtilis. A linhagem IBSBF 814 

apresentou o melhor resultado para esse teste com inibição no crescimento de 22,65%. A 

linhagem IBSBF 897 causou 20,25% de redução; IBSBF 812 taxa de 19,08%; IBSBF 899 de 

10,72%; IBSBF 810 de 8,36%; as linhagens IBSBF 808 e 898 de 4,79% cada e a linhagem 

IBSBF 900 de 2,40%. 

Nos ensaios com a linhagem de S. scabiei IBSBF 2318 não foi observada diferença 

significativa entre as linhagens, entretanto a linhagem que apresentou o melhor índice de 
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inibição foi a linhagem de B. subtilis IBSBF 815 com 23,00% seguida pelas linhagens IBSBF 

898 com inibição de 18,42%; IBSBF 814 com 17,25%; IBSBF 810 com 16,11%; IBSBF 897 

com 12,66%; linhagens IBSBF 808 e 812 com 11,52% e a linhagem com menor índice de 

inibição foi a IBSBF 900 com 6,90% (Tabela 5, Figura 16).  

 

 

Tabela 5. Medidas do crescimento radial (mm) de linhagens de S. scabiei IBSBF 2049T, 2298 e 2318 
após teste de pareamento de cultura com as linhagens de B. subtilis IBSBF 808, 810, 812, 814, 815, 
897, 898, 899 e 900 e porcentagem de inibição. 

 

IBSBF 2049T % inibição 2298 % inibição 2318 % inibição 

808 27,33 a * ---*** 26,66 abc 4,79 25,66 a 11,52 

810 25,33 a --- 25,66 abc 8,36 24,33 a 16,11 

812 27,66 a --- 22,66 bc 19,08 25,66 a 11,52 

814 23,33 a 6,68 21,66 c 22,65 24,00 a 17,25 

815 27,33 a --- 26,00 abc 7,15 22,33 a 23,0 

897 24,33 a 2,68 22,33 bc 20,25 25,33 a 12,66 

898 25,66 a --- 26,66 abc 4,79 23,66 a 18,42 

899 25,66 a --- 25,00 abc 10,72 29,33 a --- 

900 24,33 a 2,68 27,33 ab 2,40 27,00 a 6,90 

Controle** 25,00 a  28,00 a  29,00 a  

CV% 8.82%  7.25%  12.66%  

*Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 
significância. 

** Controle: placas de S. scabiei expostas apenas com blocos de meio de cultivo (sem B. subtilis). 

*** (---) Porcentagem não calculada devido à obtenção de valores de crescimento radial maiores que 
os obtidos nas placas controle. 
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Figura 16. Teste de pareamento de culturas utilizando as linhagens de Bacillus subtilis (A) 

IBSBF 897 contra linhagem patogênica IBSBF 2049T. (B) IBSBF 815 contra linhagem patogênica 
IBSBF 2298 e (C) IBSBF 814 contra linhagem patogênica IBSBF 2318. 
  

 

Nesses testes verificou-se que algumas linhagens de B. subtilis puderam ser 

consideradas como potenciais antagonistas, embora tenha sido observadas diferenças no 

comportamento dessas linhagens com relação à linhagem de S. scabiei testada. Nos testes 

com a linhagem IBSBF 2318 a porcentagem de inibição foi de 23% quando confrontada com 

IBSBF 815, entretanto, essa mesma linhagem causou uma inibição de crescimento menor 

na linhagem de S. scabiei IBSBF 2298 e não produziu qualquer efeito sobre a linhagem 

IBSBF 2049T. Mais uma vez, ficou claro que a inibição de crescimento dependeu da 

linhagem patogênica e linhagem antagonista testadas. 

A variação de níveis de inibição de crescimento com relação ao fitopatógeno também 

foi reportada por Kim e colaboradores (2007). Em estudo realizado por esses autores, 20 

isolados de Bacillus sp. obtidos de compostos de esterco de gado e compostos de algodão, 

foram testados também pelo método de pareamento de culturas contra os fungos 

fitopatogênicos Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani (AG-4) e 

Sclerotinia sclerotiorum. Neste estudo verificou-se que dez isolados apresentaram efeito 

antagônico sobre o crescimento micelial de F. oxysporum, e 12 apresentaram efeitos 

antagônicos sobre o crescimento micelial de todos os isolados de P. capsici testados. 

Desses 20 isolados, 13 mostraram efeito contra o crescimento micelial de R. solani (AG-4), 

14 contra S. sclerotiorum e dez contra as quatro espécies de fungos testadas. Os mesmos 

20 isolados de Bacillus sp. citados acima, também foram avaliados contra três linhagens de 

Trichoderma harzianum, T. koningii e T. viridescens, causadoras  da doença denominada 

mofo verde do cogumelo e verificou-se que dos isolados testados, apenas dois foram 

capazes de inibir o crescimento micelial de T. harzianum, sete de T. koningii, e oito de T. 

viridescen (KIM et al., 2008). 

 

A
A

B
B

SC 
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Nos testes com as linhagens de Streptomyces sp. isoladas de cupinzeiro ou solo, 

apenas a linhagem PA 27 (solo) apresentou 12% de inibição no crescimento da linhagem 

IBSBF 2318. 

 

 

5.2.5. Teste de promoção de crescimento in vivo 

 

 

No teste de promoção de crescimento de batata semente, cultivar Ágata, in vivo 

foram testadas 13 linhagens de B. subtilis (IBSBF 808, 809, 810, 811, 813, 814, 815, 896, 

897, 898, 899, 900 e 901). Nesse ensaio, diferenças no desenvolvimento das plantas foram 

observadas visualmente (Figura 17), alguns tratamentos se destacaram pelo rápido 

crescimento das plantas. Esse teste foi avaliado pelo peso de massa seca de parte aérea 

obtido após um mês de plantio. 

Alguns tratamentos não apresentaram diferenças significativas com relação ao 

controle: IBSBF 808, 809, 810, 899 e 901. Dentre esses, dois apresentaram crescimento 

menor que o controle, IBSBF 809 (- 0,19% de massa seca) e IBSBF 901 (- 0,77% de massa 

seca). 

Cinco isolados aumentaram significativamente o crescimento das plantas de batata, 

conforme dados apresentados na Tabela 6. As linhagens que apresentaram melhor índice 

de produção de massa seca foram IBSBF 898 com porcentagem de 37,07%; IBSBF 896 

com 35,71%; IBSBF 814 com 28,19%; IBSBF 897 com 27,22% e IBSBF 813 com 27,03%. 
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Tabela 6. Massa média de matéria seca da parte aérea (MMSPA) de plantas de batata, 
inoculadas com as linhagens de Bacillus subtilis e porcentagem de aumento de massa seca. 

 

Tratamento MMSPA (g) % de aumento 

Controle* 1,036 ± 0,011 d** ---*** 

808 1,058 ± 0,033 d 2,12 

809 1,034 ± 0,009 d - 0,19 

810 1,058 ± 0,028 d 2,12 

811 1,138 ± 0,014 cd 9,85 

813 1,316 ± 0,040 abc 27,03 

814 1,328 ± 0,057 abc 28,19 

815 1,170 ± 0,044 bcd 12,93 

896 1,406 ± 0,099 ab 35,71 

897 1,318 ± 0,066 abc 27,22 

898 1,420 ± 0,054 a 37,07 

899 1,042 ± 0,029 d 0,58 

900 1,166 ± 0,068 cd 12,55 

901 1,028 ± 0,006 d - 0,77 

CV 9,07%  
* Controle sem a adição de linhagens de B. subtilis. 
** Massa média de matéria seca da parte aérea em gramas (fórmula x= x+ 1,0) ± erro padrão. 
Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% 
(P<0,05). 
*** Porcentagem do aumento de matéria seca. 

 

 

 
Figura 17. Teste de promoção de crescimento de plantas de batata em casa de vegetação 
empregando-se as linhagens de B. subtilis IBSBF 901, 811 e 898. 

I           Controle    IBSBF 901         IBSBF 811       IBSBF 898 
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A promoção de crescimento, proporcionada pelo emprego de B. subtilis, pode levar a 

semente de uma espécie vegetal a uma rápida germinação. Em estudos realizados por 

Manjula e Podile (2005), sementes de feijão guandu tratadas com formulação a base de B. 

subtilis AF-1 em turfa suplementada com quitina apresentaram aumento da emergência e 

peso seco das mudas de 29 a 33%. 

Segundo ARAUJO (2008), sementes de algodão, milho e soja expostas ao 

tratamento com bioformulado à base de B. subtilis PRBS1 apresentaram incremento na 

emergência das plântulas. Assim, houve um rápido desenvolvimento da plântula, levando-a 

a alcançar o estádio adulto mais cedo, e com isso permanecendo menos tempo no campo, o 

que acarretaria um escape contra os patógenos presentes no solo e no ambiente externo.  

O sucesso da utilização de B. subtilis na promoção de crescimento de plantas está 

intrinsecamente relacionado com as características biológicas deste micro-organismo, que 

apresenta facilidades para a manutenção e sua viabilidade em bioformulados. Assim, a 

potencialidade para o incremento da produtividade, bem como a redução de doenças, tem 

se tornado evidente para essa espécie de Bacillus (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). 

No nosso estudo, as linhagens de B. subtilis proporcionaram um aumento da massa 

seca de plantas de batata, indicando que essa possa ser uma alternativa para aumento da 

produção, entretanto, foram avaliados apenas o aumento de massa da parte aérea. Novos 

estudo deverão ser conduzidos para se verificar se esse efeito também ocorre na produção 

ou tamanho dos tubérculos. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 

· O emprego da técnica de rep-PCR (BOX A1R e ERIC1R/ ERIC2) permitiu 

verificar uma alta diversidade genética entre as 43 linhagens Streptomyces 

scabiei estudadas, não sendo possível separá-las por região de isolamento 

ou variedade de batata afetada; 

· Nos testes de difusão em ágar, somente foram observados halos de inibição 

contra as três linhagens de S. scabiei nos ensaios envolvendo a linhagem de 

Streptomyces sp. PA-03 (solo); 

· A dificuldade em inativar as linhagens de B. subtilis impossibilitou a realização 

do teste de semeadura por estrias; 

· Nos testes de avaliação de produção de metabólitos voláteis, verificou-se que 

a linhagem de B. subtilis IBSBF 810 causou 33,33% de inibição no 

crescimento da linhagem Tipo de S scabiei (IBSBF 2049T). Nos testes com a 

linhagem de S. scabiei IBSBF 2298, foi observada uma taxa 37,77% de 

inibição com as linhagens de B. subtilis IBSBF 814 e 36,36% com a linhagem 

IBSBF 899. Nesse ensaio verificou-se que as nove linhagens de cupinzeiro 

ou solo não produziram qualquer efeito no crescimento das linhagens de S. 

scabiei IBSBF 2049T e 2318. Por outro lado, nos testes com a linhagem 

IBSBF 2298 observou-se que a linhagem PA 27 causou 14,43% de inibição; 

as linhagens PA 10 e LC 32 causaram 20,75%; a linhagem MC 25, 23,45%. O 

o melhor resultado foi de 30,64% de inibição causado pela linhagem 

Streptomyces sp. LC 03; 

· Nos testes de pareamento de culturas com as linhagens de Streptomyces 

IBSBF 2049T e 2318 não foram observadas diferenças significativas entre as 

nove linhagens de B. subtilis testadas e o controle. Nos ensaios com a 

linhagem de S. scabiei IBSBF 2298 verificou-se que no tratamento com a 

linhagem de B. subtilis IBSBF 814 a porcentagem de inibição foi de 22,65%, 

enquanto que com a linhagem IBSBF 897 foi de 20,25% e com a linhagem 

IBSBF 812 a inibição foi de 19,08%. Nos testes com as linhagens de 

Streptomyces sp. isoladas de cupinzeiro ou solo, apenas a linhagem PA 27 

(solo) apresentou 12% de inibição no crescimento da linhagem IBSBF 2318; 

· No teste de promoção de crescimento, a linhagem IBSBF 898 apresentou o 

melhor resultado de produção de massa seca de parte aérea, com 37,07%, 

seguido pela linhagem IBSBF 896 com 35,71%. 
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· Os métodos de difusão em Ágar e semeadura por estrias não se mostraram 

adequados na caracterização de linhagens de B. subtilis. 

· Nos ensaios de produção de metabólitos voláteis e pareamento de culturas 

verificou-se que a porcentagem de inibição de crescimento de diferentes 

linhagens de S. scabiei variou de acordo com a linhagem antagonista testada. 

· Os testes de promoção de crescimento in vivo apontaram que algumas 

linhagens de B. subtilis podem ser empregadas de forma benéfica, 

melhorando o desenvolvimento da planta. 
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