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Justificativas

1. Ha& uma grande necessidade de substituicdo e reducdo do uso de pesticidas
quimicos.

2. O uso de bactérias no controle de pragas e promotoras de crescimento tém se
mostrado cada vez mais eficientes.

3. Porém ha uma grande necessidade de aprofundamento nas pesquisas sobre
essas bactérias, com isso essa revisdo tem a finalidade de reunir informacdes
sobre essas bactérias do género Bacillus, que apesar de serem muito
estudadas, ndo existem muitos trabalhos que rednam um compilado de
informacdes sobre o tema.



RESUMO

Tendo em vista o grande avanco tecnoldgico da agricultura e ao crescente consumo
de produtos agricolas, existe uma enorme necessidade de novos métodos de controle
de pragas e doencas. O uso e producao de defensivos biologicos, € hoje uma grande
alternativa para a reducdo de defensivos quimicos. As bactérias formadoras de
esporos, podem ser utilizadas como promotoras do crescimento vegetal e também
para o controle de pragas agricolas e tém sido de grande valia no agronegécio. Vale
mencionar que com o aumento de pesquisas e registros de novos defensivos, 0
mercado de bioldgicos tem se mostrado eficaz e crescente. Com isso, 0s produtores
tém buscado utilizar tecnologias de producao diferenciadas com a intencao de otimizar
producao de qualidade superior aliada com boa produtividade e com a redu¢ao do uso
de defensivos quimicos. As bactérias do género Bacillus sdo as mais utilizadas no
controle de pragas e doencas de plantas. S&o microrganismos encontrados facilmente
nos solos e plantas, e formam esporos tolerantes ao calor e a dessecacédo, o que
facilita seu estoque e comercializagdo. Essas bactérias sintetizam diversas
substancias que atuam em diferentes modos de acdo. No caso das bacterias que
controlam doencas e promovem crescimento das plantas, podem ser citados a
producdo de metabodlitos com propriedades antimicrobianas, a competicdo por
nutrientes e o parasitismo direto. No caso das bactérias que controlam insetos-praga,
existe a producdo de diversas toxinas inseticidas, as mais importantes conhecidas
como Cry e Vip. As grandes vantagens do uso de Bacillus spp. sédo a especificidade,
a eficacia, a facilidade em producéo e aplicagao.

Abstract

There are noticeable technological advances in agriculture and its products. It is all
combined with the increase of the agricultural products consumption along with growth
in the necessity of novel methods to control diseases and parasites. The production
and use of biological pesticides combined with the actual need to reduce chemical
pesticides turns the biologics market into a great alternative. Along these lines the use
of spore-forming bacteria, which improves plant growth by highly effective controlling
agricultural diseases. It has been up to now of great value in agribusiness. Moreover,

the biological market data has proven to be effective and expanding along with the



increase in research and registration of new pesticides. As a result, producers are
thriving in order to use differentiated technologies in plant production with the goal of
enhancing their products' quality, as well as combining excellent productivity with
reduced usage of chemical pesticides. The Bacillus genus is one of the most used in
order to control plants’ pests and diseases. They are microorganisms easily found in
soils and plants, and it forms spores that are tolerant to heat and desiccation, which
facilitates their storage and commercialization. The main mechanism of action of these
organisms stay in the guidance of phytopathogens in the production of antimicrobial
substances. However, the success of biocontrol, as well as the increase in yield
depends on the antagonistic properties and mechanisms of action of the organism
used, which can vary greatly. For instance: nutrient competition, direct parasitism and
production of secondary metabolites, within the genus bacillus being of such
importance that there is a need to expand the studies and research about these
bacteria. Soil bacteria, specifically rhizospheric bacteria, can be efficient in controlling

diseases caused by phytopathogenic fungi clearly.



1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais de clima tropical, cuja economia esta intimamente ligada a
agricultura. Esta condicdo climatica € extremamente favoravel ao plantio de diversas
culturas durante todo o ano. Contudo, a produtividade agricola € constantemente
ameacada por inumeros fatores abioticos e bidticos, dentre 0s quais estdo as pragas
e doencgas. A auséncia de invernos rigorosos, a abundancia de gua e luz (incidéncia
solar) condicionam a ocorréncia massiva de pragas e doencas, faz com que o pais
seja um dos lideres mundiais em consumo de agrotéxicos, fato este que € duramente
criticado por muitos mercados internos e externos (Monnerat et al., 2020).

A auséncia de especificidade e os riscos para com a saude humana e o
ambiente apresentados pelos defensivos agricolas sintéticos acentuam a
necessidade de ferramentas como o controle biolégico e da otimizacéo dos sistemas
de agricultura sustentavel (Batista Junior et al., 2002). O controle microbiologico de
insetos vem ganhando mercado em diversos territorios nos ultimos anos.

O controle bioldgico de pragas é uma pratica utilizada desde meados do século
XX e seu uso crescente € consequéncia de varios fatores, tais como: a crescente
selecdo de populacdes de insetos-praga resistentes aos inseticidas, o custo dos
produtos quimicos, 0s impactos negativos que esses produtos tém sobre o meio
ambiente e os trabalhadores rurais, a pressado da sociedade pelo uso de produtos
saudaveis, dentre outros (EMBRAPA. https://www.embrapa.br/en/tema-controle-

biologico/sobre-o-tema). (Acesso em 2022).

A Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia trabalha com bactérias do
género Bacillus para controle de pragas e doencas ha mais de 30 anos. Nesse periodo
montou uma Colecao de Bactérias Patogénicas a Invertebrados que conta com cerca
de 3.000 isolados, desenvolveu estudos que motivaram o avango do conhecimento
em relacdo as proprias bactérias e as interacdes para com as pragas agricolas e
insetos vetores de doencas, que afetam seres humanos e animais de interesse
zootécnico. Efetuou além disso, o depoésito de diferentes patentes de invencéo;
desenvolveu, em conjunto de empresas privadas, diversos bioprodutos, 0s quais ja se
encontram no mercado. Do mesmo modo que contribuiu para a formacédo de muitos
mestres e doutores alunos de iniciacao cientifica (Montalvéo et al., 2020). O controle
de insetos-praga na agricultura e de insetos vetores de importantes doencas humanas

ocorre principalmente com inseticidas quimicos. No entanto, 0 uso desses pesticidas
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guimicos tem provocado varios problemas, incluindo poluicdo ambiental e aumento
dos efeitos na saude humana; como o cancer e diversos disturbios do sistema
imunoldgico. A selecéo de populagdes de insetos resistentes também causou surtos
significativos e importantes de pragas secundarias (Devine et al., 2007).

Um outro fato muito importante, e de certa forma decisivo para a expansao do
mercado de biodefensivos, foi a mudanca de comportamento do agricultor. Esses
agricultores comecaram a aprofundar os conhecimentos e trocar informacdes por
meio de grupos organizados em redes sociais, formando verdadeiras redes de
pesquisa e informacao.

Segundo a ABCBIio (Associacdo Brasileira das Empresas de Controle
Bioldgico), instituicdo criada em 2007 para congregar as empresas produtoras e
comerciantes de produtos bioldgicos no controle de pragas, atualmente Crop Life, 0
mercado de biodefensivos no Brasil estd estimado em US$ 95,6 milhdes (1% do
mercado de agrotoxicos) e a taxa de crescimento anual prevista é de 20%. Em funcao
dessa alta demanda e devido a falta de produtos disponiveis no mercado, alguns
microrganismos tém sido produzidos nas propriedades, muitas vezes em condi¢cdes
inadequadas, o que pode acarretar um produto final de baixa qualidade, bem como
proporcionar a proliferacdo de patdogenos (contaminantes) indesejaveis ao meio
ambiente, seres humanos e animais (Monnerat et al., 2020).

Nos ultimos cinco anos, esta acontecendo no Brasil a chamada produgao “on
farm”, onde os produtores rurais produzem, em suas préprias fazendas, caldos
fermentados contendo microrganismos e os aplicam, sem formulacdo, nas lavouras.
A aplicacdo é feita em, no maximo, 2 a 3 dias ap6s o término do processo fermentativo.
A producdo “on farm” apresenta algumas vantagens sobre o uso de produtos
comerciais. A maior delas é a diminuicdo dos custos para o fazendeiro, devido a
fabricagdo propria e a inexisténcia dos custos de transporte e armazenagem.
Entretanto, essa fabricagdo contém alguns riscos, sendo o maior deles, o da
contaminacéo do caldo fermentado com microrganismos patogénicos ao ser humano.
Também pode acontecer que, devido as condicbes inapropriadas de producéo,
0S microrganismos estejam em baixa concentra¢do, o que diminuiria a eficacia dos
produtos (Monnerat et al., 2020).

A utilizacdo de bactérias do género Bacillus como bioinsumos é altamente
promissora e este trabalho teve como objetivo relatar o grande potencial das espécies

deste género.



2.Revisao bibliogréfica

2.1 Bacillus subtilis

Classificacao taxonémica:

Reino — Bactéria

Filo — Firmicutes

Classe — Bacilli

Ordem — Bacillales

Familia — Bacillaceae

Género — Bacillus

Espécie - Bacillus subtilis (Cohn, 1972).

Bacillus subtilis € uma bactéria Gram-positiva ndo patogénica, capaz de produzir
esporos e é amplamente utilizada na producao de enzimas extracelulares em escala
mundial (Alves et al., 2018) (Figura 1). Esta bactéria tem sido usada comercialmente
para o biocontrole de enfermidades de plantas, assim como para aumentar a
produtividade de culturas. O efeito in situ pela exposicéo de células vivas de B. subtilis
pode ocasionar a promocao de crescimento e/ou o biocontrole. Esse ultimo pode ser
de natureza direta ou indireta. O antagonismo direto exercido contra fitopatdgenos
tem o envolvimento dos conhecidos mecanismos de antibiose, como a sintese de
substancias antimicrobianas, a competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de
compostos volateis. O mecanismo indireto é exercido pelo fenbmeno de resisténcia
sistémica induzida (ISR) (Alves et al., 2018). O risco individual e para a comunidade
€ ausente ou muito baixo, ou seja, sdo agentes biolégicos que possuem baixa
probabilidade de provocar infeccdes no homem ou em animais (Fiocruz, 2022).

Atualmente, as praticas agricolas vém passando por intensas transformacoes, de
maneira que grandes desafios como a manutencédo da produtividade por menores
custos de producao e impactos ambientais sdo impostos. Diferentes estirpes podem
expressar diferentes aspectos e niveis de promo¢do do crescimento da planta
(Santos, 2021). B. subtilis tem se mostrado excelente agente de biocontrole, podendo

ser encontrado no solo e fazendo parte da populacdo de microrganismos que vivem
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dentro de plantas (endofiticas) e/ ou na superficie delas (epifiticas) (Gupta et al., 2000;
Ongena et al., 2005). Sdo mundialmente reconhecidas como eficientes contra fungos
e outras bactérias causadoras de doencas em plantas (Mariano et al., 2000) assim
como protecdo contra insetos herbivoros quando residentes no interior das plantas
(Azevedo et al., 2000).

B. subtilis. além de fazer parte da populagdo microbiana do solo, rizoplano e
filoplano, apresentam caracteristicas atrativas para os estudos de controle biologico
de doencas de plantas (Noronha et al., 1995). O potencial antagdnico de bactérias foi
estudado em diversos trabalhos de controle biol6gico de doengas em plantas (Bettiol
& Kimati, 1990; Krebs et al., 1993). Essa bactéria tem sido usada comercialmente para
0 biocontrole de enfermidades de plantas, assim como para aumentar a produtividade
de culturas. O efeito “in situ” pela exposicao de células vivas de B. subtilis pode
ocasionar a promocao de crescimento e/ou o biocontrole. O antagonismo direto
exercido contra fitopatégenos tem o envolvimento dos conhecidos mecanismos de
antibiose, bem como a sintese de substancias antimicrobianas, a competicdo por
espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis.

O mecanismo indireto é exercido pelo fenbmeno de resisténcia sistémica induzida
(ISR). B. subtilis € um dos mais eficientes agentes de biocontrole, apresentando
atividade bioldgica contra diversas bactérias e fungos fitopatogénicos (Shoda, 2000).
As recomendacdes de uso séo 2 a 4 L/ha em 1000 L com meios de aplicacdo: Barra
Costal Estacionario Turbo atomizador de calda. As aplica¢des preventivas podem ser
repetidas com intervalo de 7 dias. Deve-se iniciar as aplicagbes preventivamente
guando as condi¢Bes para o desenvolvimento da doenca forem favoraveis ou notérias.
O intervalo de seguranca ndo é determinado em funcdo da ndo necessidade de
estipular o limite maximo de residuo (LMR) para este ingrediente ativo. O intervalo de
reentrada deve ser estipulado de acordo com o tempo de secagem da calda, conforme
a formulacdo. Caso seja necessario entrar na area tratada antes desse periodo,
devem ser utilizados os equipamentos de protecao individual (EPIs) recomendados
para a aplicacdo do produto.

A classificacao toxicolégica de produtos microbiolégicos € determinada para cada
produto comercial, conforme formulacdo, uma vez que ndo hé registro de produto
técnico. B subtilis ndo é considerado um patégeno agente causador de doencas em

humanos. E uma bactéria Gram-positiva aerdbia, comumente encontrada no solo,
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fontes de 4gua e em associacdo com plantas. Por possuir uma capacidade de secretar
enzimas de forma eficiente, ela apresenta um grande interesse comercial (Kunst et
al., 1997). Seu formato é em bastonete de aproximadamente 3-5 um de comprimento
e 1 um de largura. Durante o crescimento vegetativo essa bactéria se alonga e ao
atingir o dobro do tamanho, um septo é formado na posi¢cdo mediana, dividindo-se em
duas células do mesmo tamanho (Bonato, 2000).

Vérias linhagens de B. subtlis produzem lipopeptideos, que sdo compostos
anfifilicos com atividades antimicrobianas e surfactantes. A producdo de
lipopeptideos, esporulagdo e competéncia em B. subtilis estéo interligadas através de
um arranjo complexo de elementos de controle.

B. subtilis utiliza uma série de sistemas de transporte para assimilacdo de
acucares (Deutscher et al., 2002). Em particular, o transporte de glicose é realizado
através do sistema fosfotransferase (pts), onde é simultaneamente transportada e
fosforilada através de um sistema de fosforilacdo em cadeia, composto por proteinas
gerais e proteinas especificas para a glicose (Deutscher et al., 2002).

B. subtilis catabolisa a glicose através de vias glicoliticas e pentose fosfato. Foi
considerado por muito tempo como estritamente aerdbio, mas estudos mostraram que
este microrganismo cresce também em anaerobiose, utilizando nitrato e nitrito como
aceptores finais de elétrons, ou por fermentacédo na auséncia de aceptor de elétrons.
Na fermentagdo os produtos identificados in vivo como os meios de cultivo, séo:
etanol, lactato, acetoina, 2-3 butanodiol e acetato. B. subtilis ndo esporula faciimente
em condi¢es de anaerobiose.

A diferenciacdo de esporos pelas células vegetativas de B. subtilis, constitui um
exemplo dramatico de adaptacdo as condi¢cdes nutricionais adversas. Os esporos,
metabolicamente inertes, exibem propriedades notaveis de resisténcia as condicdes
gue resultam na destruicdo rapida das células indiferenciadas (Carvalho, 2005).

Os esporos sado importantes para o estabelecimento das suas propriedades de
resisténcia. Ao longo dos anos, esse microrganismo se destacou como sendo uma
grande biofabrica industrial para a producdo de proteinas recombinantes, se
beneficiando de sistemas de expressdo eficientes, desenvolvidos nas Ultimas
décadas. Além disso, apresenta alta taxa de crescimento, facilidade de cultivo em
fontes de carbono baratas, e um sistema de secre¢cdo superior a outros
microrganismos (Gu et al., 2018). Tendo um rapido crescimento celular e facil

manipulagcéo genética em laboratorio, assim apresentando um alto rendimento de
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produto, esse microrganismo vem sendo utilizado em varios sistemas para a
expressao heterdloga (Cai et al., 2019).

Além disso, por ter grande parte do metabolismo e suas conversdes metabdlicas
bem descritas, e ser considerada uma bactéria GRAS (Generally Reconized As Safe),
B. subtilis tornou-se um chassi altamente relevante na biologia sintética (Park et al.,
2021; Zhang et al., 2021). A versatilidade de B. subtilis, estando presente em raizes
e/ou no interior das plantas, quando aplicado em tratamento de sementes, raizes ou
na parte aérea, sua capacidade de formar enddsporo e desta forma resistir as
adversidades ambientais sdo caracteristicas que fazem dele uma peca importante em
estratégias de manejo integrado. B. subtilis € uma das principais RPCPs de
importancia para a promocéao do crescimento vegetal.

A promocao de crescimento das plantas mediada por essa bactéria é realizada
por meio de varios mecanismos, como a producao de fitohorménios estimuladores do
crescimento (Datta et al., 1982), producéo de sideréforos e antibioticos (Harman et al.,
2004) e inducéo de resisténcia das plantas contra fitopatdbgenos (Ramamoorthy et al.,
2001). B. subtilis € um agente eficiente de controle biolégico sendo utilizado
frequentemente no controle de fitopatdgenos de solo, sendo esse efeito devido,
principalmente, a produc¢éo de antibioticos (Matsuno et al., 1992).

Esse mecanismo desenvolvido na rizosfera influencia outros habitantes de solo
de forma positiva ou negativa (Araujo, 1995). A habilidade de bactérias formadoras de
endésporos permanecerem metabolicamente dormentes por longos periodos,
aumenta sua sobrevivéncia na superficie foliar, possibilitando sua permanéncia em
periodos secos, temperaturas extremas e na deficiéncia temporéria de nutrientes
(Knudsen et al.,1986). Tal fato, possivelmente colabora para a eficiéncia de B. subtilis
fora do solo, o que provavelmente ocorreu no controle da pinta preta (Guignardia
citricarpa Kiely) quando B. subtilis (108 UFC/mL) foi pulverizado mensalmente na
cultura de laranja Péra na safra 2004/2005 conforme relatado por Bernardo & Bettiol
(2010). Como fungicida, B. subtilis, atua de forma preventiva, interferindo na aderéncia
do patégeno nas folhas e no seu desenvolvimento posterior, bem como inibindo a
germinacao dos conidios e destruindo o crescimento dos patdégenos, perfurando as
membranas do tubo germinativo e micélio (Bettiol et al., 2008).

Considerando todas as vantagens apresentadas e em decorréncia do
desenvolvimento de tecnologias de engenharia metabdlica, o portfélio de produtos

utilizando B. subtilis como plataforma de expressao esta cada vez mais se expandindo
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ao adicionar bioprodutos como: acetoina, acido latico, isobutanol, etanol, riboflavina,
N-acetilglucosamina, acido poli-yglutamico, acido hialurénico, entre outros (Gu et al.,
2018; Park et al., 2021; Zhang et al.,2022).

Aradjo et al., (2009) constataram que a aplicagdo de B. subtilis aumentou a
biomassa da parte aérea e reduziu a reproducéo de nematoides formadores de galhas
em tomate. Esses estudos de Aradjo et al. (2002) constataram que a presenca de B.
subtilis afetou a orientacdo do nematoide Heterodera glycines reduzindo a sua
migracdo em direcdo a raiz da soja. Sendo assim, os autores constataram que a
utilizacdo de B. subtilis afeta a orientacdo do nematoide, reduzindo a migracdo para a
raiz, jA que interfere na producdo de exsudados das raizes que servem como
orientacdo para nematoides, alterando assim a reproducao e orientacdo do parasita
em direcéo as raizes. Também foi constado que B. subtilis promoveu o crescimento e
a reducdo da reproducdo dos nematdides em cana-de-acucar.

Alguns autores buscam explicar o mecanismo de acao de B. subtilis frente a
fungos patogénicos por meio da producado de substancias toxicas (Kupper et al., 2003;
Bais et al. 2004) e/ou substéancias volateis (Kai et al., 2007; Chen et al., 2007). B.
subtilis também foi eficiente contra o mildio, causado pelo fungo Plasmopara viticola,
0 qual compromete principalmente a produgéo de uvas, atacando todas as partes
verdes, principalmente as folhas, iniciando com a chamada "mancha branca" ou
"mancha mofo". A atividade resultou do efeito direto contra o patdégeno e estimulagéo
das defesas da planta (inducdo da expressdo genética de defesa e producédo de
calose), a presenca dos lipopeptideos ciclicos fengicina e surfactina no sobrenadante
podem ter contribuido para a atividade antifungica (Li et al., 2019). Em trabalhos de
laboratorio, verificou-se, em camara de ecloséo, que a presenca de B. subtilis reduz
a eclosao de ovos de Heterodera glycines estimulados com exsudatos de sementes
de soja. Foi observado também que o tratamento de raiz de soja com a bactéria inibiu
a migracdo de larvas juvenis de H. glycines para a planta em comparacao a raiz ndo
tratada com a bactéria. B. subtilis € uma rizobactéria que possui varios mecanismos
de acado no controle de doencas de plantas, como a inducao de resisténcia, 0 aumento
na absorc¢éao de nutrientes, a antibiose (producao de iturina que ocasiona a ruptura da
parede celular de patégenos), a competicdo e a promoc¢ao de crescimento (Embrapa,
2012; Monnerat et al., 2020).
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Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 1 — Esporos e células vegetativas de B. subtilis. (a) microscopia de

contraste de fase, (b) microscopia eletrénica de varredura (Monnerat et al., 2020)

Tabela 1: produtos registrados a base de Bacillus subtilis

PRODUTO REGISTRO
Biosubtilin Biotech International
Cease® BioWorks
Companion®/Kodiak® Growth Products
Ecoshot Kumiai Chemical Industry
FZB24® ABITEP GmbH

HiStick N/T®/ Subtilex®/Pro-Mix®

HiStick N/T® e Subtilex®

Rhapsody® AgraQuest Inc
Rhizo Plus® ABITEP GmbH
Serenade® AgraQuest Inc
Avogreen® avocadosource

Fonte: Infoteca.cnptia.embrapa.br

2.2- Bacillus amyloliquefaciens

Classificacdo da bactéria Bacillus amyloliquefasciens
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Reino — Bacteria
Filo- Firmicutes
Classe - Bacilli
Ordem — Bacillales
Familia - Bacillaceae
Género - Bacillus

Espécie - Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens (Figura 2) € uma espécie bacteriana de vida livre no
solo, conhecida por ser promotora do crescimento de diversas espécies de plantas.
Sua nomenclatura foi dada pelo japonés J. Fukumoto, devido a sua capacidade de
realizar a liguefacdo do amido (amylo + lique + faciens). Sao bactérias aerdbias,
Gram-positivas em forma de bastonete, méveis por flagelos peritricos e esporogénicos
(Welker & Campbell, 1967) o que as permite sobreviver por um longo periodo (Fan et
al., 2012; Torres et al., 2016; Wu et al., 2019) A espécie foi originalmente isolada de
solos e obteve essa classificacdo por sua habilidade de secretar grande quantidade
de amilases. Devido a sua semelhanga com a espécie B. subtilis, outra espécie grande
produtora de amilases, durante muito tempo essas duas espécies foram consideradas
uma sO, no entanto, esses dois microrganismos sao distintos genética e
fisiologicamente, principalmente pelas diferengas moleculares e sorologicas nas a-
amilases (Milner et al., 1997). Essas espécies de bactérias também colonizam a
rizosfera e tem grande capacidade de estimulos de producdo de proteinas,
aminoéacidos, enzimas e de metabdlitos capazes de suprimir os patégenos da planta
no solo e essas caracteristicas favorecem o seu uso como biofertilizante agricola
(Chen et al., 2007).

Além das amilases, B. amyloliquefaciens € capaz de produzir uma diversidade
de outras enzimas, tais como: galactanase, isoamilase, mananase, xilanase, metal-
protease, serina-protease, fosfatase alcalina e ribonuclease (Priest, 1977). B.
amyloliquefaciens pode ser distinguida de B. subtilis por possuir uma porcentagem
molecular G + C em seu DNA um pouco maior (Lisb6a, 2006). Este bastonete foi
descrito como um promotor de crescimento de plantas e é usado em diversos
processos industriais. Pereira et al. (2017) descrevem que ela é capaz de reproduzir
0 processo de deterioracdo gasosa. Atualmente a crescente preocupacgdo com

guestdes ambientais relacionadas ao uso de defensivos agricolas quimicos levou a
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busca de novas tecnologias para atuar como substitutas no manejo de pragas e
doencas. Neste cenario surgiram multiplos estudos nos quais foram testadas
diferentes cepas de B. amyloliquefaciens no controle de microrganismos
fitopatogénicos, inclusive fungos. A bactéria apresentou bons resultados também na
promocao do crescimento de algumas espécies de plantas (Abreu et al., 2022).

Na agricultura, a bactéria B. amyloliquefaciens vem apresentando resultados
como promotora de crescimento em diversas culturas como: pepino (Silveira et al.,
2004), alface (Matsumura et al., 2016) e tomate (Zecchin, 2016). A bactéria é
colonizadora de raizes (BPCV). Sua habilidade de promover o crescimento vegetal
estd diretamente ligada a producdo de substancias de biocontrole gerando a
resisténcia sistémica induzida, e a producdo de horménios que favorecem o
crescimento da planta (Fan et al., 2012). A concentracao utilizada em experimentos
foi de 6,0 x 10° células viaveis por mL. AplicagcGes de B. amyloliquefaciens na dose de
250 mL ha-1 e 500 mL ha-1, sendo adicionado 0,5% (v/v) de 6leo mineral em 150 L
hal de calda, de acordo com o estagio da planta.

B. amyloliquefaciens subsp. plantarum vem sendo intensamente estudada,
teve seu genoma sequenciado e por sua constituicdo, revelou um potencial para
produzir metabdlitos secundarios, sendo mais de 8,5% do genoma dedicado a sintese
de antibiéticos e sideroforos (Chen et al.,, 2007). B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum pode colonizar a rizosfera vegetal, estimular o crescimento das plantas, e
suprimir os microrganismos fitopatogénicos concorrentes (Rocha et al., 2022).

Lopes (2022) descreveu o uso de B. amyloliquefaciens na biorremediagéo de
ambientes aquosos contaminados com o0s metais Cobre e Ferro (Vieira., 2021)
descreve a inoculagdo com B. amyloliuefaciens associada a aplicacdo do
superfosfato triplo promove incrementos significativos nos componentes de produgao
e produtividade da cultura do feijao.

Rocha et al. (2022) descreveram que B. amyloliquefaciens subsp. plantarum
pode colonizar a rizosfera das plantas, estimular o crescimento das plantas e suprimir
0s microrganismos fitopatogénicos concorrentes. Cappellaro et al.,, (2021)
descreveram que nao existem fungicidas registrados para o controle de mofo branco
na zinia. Assim, o controle biolégico e alternativo, entre eles o uso de B.
amyloliquefaciens e prépolis, sdo ferramentas em potencial para o0 manejo dessa
doenca. Brasileiro (2021) descreveu que B. amyloliquefaciens vem sendo utilizado

com objetivo de promover melhorias no desempenho zootécnico atuando no sistema
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imune, na manutencdo da integridade intestinal de frangos de corte e tem sido
considerado que a inclusdo na dieta para frangos de corte reflete em efeitos positivos
sobre bactérias de ordem patogénica. Luo et al., (2022) descreveram que B.
amyloliquefaciens é uma das bactérias mais promissoras para a promoc¢do do
crescimento de plantas (PGP) sem efeitos colaterais prejudiciais. Como um excelente
agente para biofertilizante e biocontrole na agricultura, os mecanismos de PGP da
bactéria tém sido amplamente estudados.

Existem sete produtos registrados no MAPA a base de B. amyloliquefasciens
para controle de fungos, oomicetos, bactérias e nematoides: Eficaz Nema®, PFC-
Control®, Nemacontrol® e No-nema® (bionematicidas); Quartzo SC®,
Serifel/Duravel® e Ecoshot® (biofungicidas) (Monnerat et al., 2020).

Existe uma cepa de B. amyloliquefasciens descrita na Especificacdo de
Referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),

(Especificacao de referéncia de namero 37) (Monnerat et al., 2020).

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 2 : Esporos do B. amyloliquefasciens. (a) microscopia de contraste de

fase, (b) microscopia eletronica de varredura. (MONNERAT et al., 2020)

2.3- Bacillus pumilus

Classificacdo Taxonémica
Reino — Bacteria

Filo- Firmicutes

Classe - Bacilli

Ordem — Bacillales

Familia - Bacillaceae
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Género - Bacillus
Espécie: Bacillus pumilus

Bacillus pumilus € uma bactéria formadora de esporos, encontrada em varios
tipos de ambientes, como solo, 4gua, ar e tecidos vegetais em decomposicao (Figura
3). Essa bactéria € amplamente utilizada em processos industriais, fabricacdo de
alimentos fermentados, tratamento de agua e de ambientes contaminados. B.
pumilus € uma rizobactéria promotora de crescimento de plantas com mdultiplas
funcdes de biocontrole (Zhu et al., 2020).

Lanna Filho et al. (2010) descreveram que B. pumilus se destaca por formar
endoésporo e apresentar uma multiplicidade de mecanismos antagdnicos a
fitopatogenos: inibicdo da germinacéo de esporos, paralisacéo no crescimento do tubo
germinativo e interferéncia na fixacédo do patégeno na planta. E capaz de produzir
pumilina, antibidtico efetivo contra bactérias Gram-positivas, no entanto essa
producdo depende do substrato de crescimento. O modo de acdo de B. pumilus tem
como base a inibicdo do desenvolvimento do patdgeno na superficie foliar, além de
ativar o sistema de defesa da planta. Esse antagonista age curativa e
preventivamente, contra o desenvolvimento de oidios, mildios, ferrugens e outros
patdgenos em cereais, frutiferas, hortalicas e frutiferas (Coping et al., 2004).

B. pumillus é reportada como uma das mais abundantes bactérias cultivadas
na filosfera de plantas de soja (Arias et al., 1999), o que pode indicar o potencial da
utilizacdo desse microrganismo para o controle de outras doencas da parte aérea da
cultura. Os agentes de controle biologico (BCAs) a base de Bacillus tém grande
potencial em sistemas de manejo integrado de pragas (MIP); entretanto, relativamente
pouco trabalho foi publicado sobre integracdo com outras ferramentas de
gerenciamento de MIP. Em teoria, a integracéo de varias ferramentas traz estabilidade
aos programas de gerenciamento de doencgas. Possui baixo risco individual e para a
comunidade e se inclui nos agentes biolégicos conhecidos por ndo causarem doencas
no homem ou nos animais adultos sadios (Ministério da Saude, 2017).

Hayat et al. (2020) relatou também o uso de B. pumilus, na absorcédo de adimo
em Zea mays com contaminacgao industrial. As plantas foram expostas a dois niveis
de contaminacgéao por Cd por 45 dias.

Segundo Jacobsen (2007) e Masood et al. (2020), a inoculagcao de B. pumilus,
aumentou o fornecimento de nitrogénio e melhorou o crescimento de tomate, Solanum

lycopersicum, e concentracdo e absorcdo de N pelas plantas, além de aumentar
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a populacao de rizobactérias no solo. Masood et al.(2020) observaram também que
a maioria dos componentes polissacarideos de exsudatos de raizes de plantas
promoveu a formacdo de biofilme por B. pumilus sendo a glicose o maior efeito
promotor. Baixas concentracdes de Fe 2*, Mg 2%, Ca ?*, K * e Na * favoreceram a
formacéao de biofilme, glicose o maior efeito promotor. Baixas concentracées de Fe 2*,
Mg ?*, Ca?*, K* e Na* favoreceram a formacéo de biofilme.

Além destes estudos, no Brasil, ha na literatura uma grande quantidade de
relatos da eficiéncia de B. pumilus contra diversos patégenos, especialmente fungos.
No controle de bactérias fitopatogénicas, os principais relatos sdo contra a podridao
negra em cruciferas, causada por Xanthomonas campestris pv. campestris (Wulff et
al., 2002; Massomo et al., 2004; Monteiro et al., 2005). As xilanases de B. pumilus
mostram potencial favoravel para aplicacdo no branqueamento no processo de
fabricacdo de papel Kraft (Duarte et al. 2000). Além disso, B. pumilus produz um
lipopeptideo da familia da surfactina, chamado de pumilacidina. Surfactantes sdo
moléculas que por apresentarem porc¢des hidrofilicas e hidrofobicas séo capazes de
reduzir a tenséo superficial de um meio fluido, B. pumilus reduz significativamente a
tensdo superficial, e aumenta a emulsificacdo e também apresenta efeito fungicida
impedindo a germinacéo dos esporos de certos fungos, constituindo uma barreira

fisica entre a planta e os esporos fungicos (Oliveira, 2010).

Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 3: Esporos e células vegetativas de B. pumilus. (a) microscopia de

contraste de fase, (b) microscopia eletrénica de varredura. (Monnerat et al., 2020).

O consumo cada vez crescente dos combustiveis fésseis coloca o petroleo
como um dos mais importantes produtos do consumo humano. Porém, esse consumo
desenfreado tem gerado graves danos ambientais aos ecossistemas aquaticos e
também terrestres. Alternativas viaveis capazes de promover a recuperacao de areas

afetadas por esses compostos sdo sem duvida de extrema importancia diante do
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cenario atual. A biorremediagédo tem se mostrado bastante promissora nessa area. A
espécie B. pumilus, tem capacidade de crescer em petroleo e diesel, sendo forte
candidato a ser usado como biorremediador, pois possui capacidade de degradar
hidrocarbonetos (Santos, 2014).

Na agricultura, B. pumilus, leva a reducgéo da incidéncia e severidade de varios
patdgenos em plantas, e efetividade no tratamento de sementes contra patdogenos e
atua como indutor de resisténcia, provocando alteracfes citoquimicas durante o
ataque de patdgenos (Kloepper et al., 2004). B. pumilus promove aumento na
atividade das enzimas peroxidase, citinase e de duas isoenzimas 3-1,3-glucanase.
Plantas inoculadas com B. pumilus apresentaram aumentos dos niveis de &cido
salicilico (Zhang et al., 2002). B. pumilus esta sendo empregado para o controle de
diversos fungos, além de promover o crescimento de plantas (Monnerat et al., 2020),
produz aclcares aminados de acdo antifingica, sendo indicado para controle de
Alternaria solani e Phytophthora infestans, além de mildios e oidios incidentes em
inUmeras culturas (Bettiol et al., 2012). O modo de acdo dessa espécie € baseado em
competicao por nutrientes e espacgo, também podendo estimular o sistema de defesa
da planta. B. pumilus age de forma preventiva e busca impedir o progresso da doenca,
principalmente contra o desenvolvimento de oidios, mildios, ferrugens e outros
patdgenos em cereais, frutiferas, hortalicas e uva (Bargabus et al., 2004). Kandasamy
et al. (2018) concluiram que a inoculacéo de B. pumilus promove aumento de matéria
seca das raizes de cana-de-agUcar, maiores numero e didmetro de perfilhos
produzidos. A fertilizacdo mineral com B. pumilus, proporciona aumento de fertilidade
do solo, além de promocéo do crescimento da planta e alto rendimento e produtividade
na producao de cana-de acucar. Reduz a incidéncia de Alternaria dauci no tratamento
de sementes, apesar de nao apresentar efeito inibitério satisfatério em testes in vitro
(Riceto, 2021). Na pecuéria, B. pumilus é resistente aos desinfetantes a base de iodo
comumente utilizados para desinfecgédo dos tetos. Bezerra et al., (2013) descrevem
também que B. pumilus apresenta o maior indice percentual de controle de
fitopatdgenos em sementes de soja, tratadas com microbiolizacdo de sementes.

Wang et al. (2020) descreveram que B. pumilus pode inibir o crescimento
de Phytophthora infestans. Khin et al., (2020) descreveram que o0s estagios de
crescimento do arroz foram melhorados com o uso de B. pumilus.

Existe um produto no MAPA a base de B. pumilus para controle de fungos:

Sonata® (Colletotrichum lindemuthianum, Alternaria porri, Botrytis cinerea,
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Sphaerotheca fuliginea, Sphaerotheca macularis, Uncinula necator, Alternaria solani

e Cryptosporiopsis perennans) (Monnerat et al., 2020).

2.4. Bacillus thuringiensis

Classificacao Taxonémica
Reino — Bacteria
Filo- Firmicutes
Classe - Bacilli
Ordem — Bacillales
Familia - Bacillaceae
Género - Bacillus

Espécie: B. thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva, ubiqua, que pode ser
caracterizada pela capacidade de formar cristais proteicos durante a fase estacionaria
e/ou de esporulacdo (Figura 4). Bt € encontrado naturalmente em diversos habitats,
incluindo solo, filoplano, residuos de graos, poeira de silos, Agua, matéria vegetal e
insetos, sintetiza toxinas na forma de cristais (Cry) e proteinas citoliticas (Cyt),
também conhecidas como delta endotoxinas, que possuem propriedades inseticidas
especificas (Valicente et al., 2018). Entre os produtos biolégicos registrados para o
controle de insetos no Brasil, destacam-se formulagbes contendo a bactéria
B.thuringiensis, caracterizada por produzir cristais proteicos com capacidade
inseticida especifica. Esta bactéria pode ser cultivada em meio solido, liquido e
semissoOlido, sendo possivel sua producdo em meios de cultura alternativos, utilizando
residuos da industria e materiais de baixo custo (Lana et al., 2019). Pelo menos
setenta e cinco diferentes familias de proteinas ndo estruturalmente relacionadas
formam o grupo de toxinas Cry. A expressdo de certas toxinas Cry em culturas
transgénicas tem contribuido para um controle eficiente de insetos-praga resultando
em uma reducao significativa no uso de inseticidas quimicos.

O modo de acédo da familia de toxina Cry de trés dominios envolve a interacao
sequencial dessas toxinas com varias proteinas do intestino médio de insetos,
facilitando a formacdo de uma estrutura de oligdbmero pré-poro e subsequente

insercdo na membrana que leva a morte das células do intestino médio do inseto por
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choque osmatico (Bravo et al., 2011). A acdo das toxinas Cry se inicia apds a sua
ingestdo pelos insetos. Os sintomas de intoxicacdo sdo a perda do apetite e 0
abandono do alimento, paralisia do intestino, vémito, diarreia, paralisia total e,
finalmente, a morte. As larvas perdem sua agilidade e o tegumento adquire tonalidade
de cor marrom-escura. Apés a morte, a larva apresenta cor negra, caracteristica das
infeccbes provocadas por este microrganismo (Monnerat et al., 2020). As vantagens
da utilizacédo de B. thuringiensis séo a especificidade aos organismos susceptiveis, o
efeito n&o poluente ao meio ambiente, a inocuidade aos mamiferos e invertebrados e
auséncia de toxicidade as plantas. (Monnerat et al., 2020). Os insetos constituem uma
das principais causas de danos a producao agricola no mundo. O controle de insetos
tem sido realizado por meio de agroguimicos e, em muito menor escala, pelo emprego
de inseticidas bioldgicos. As plantas transgénicas resistentes a insetos representam
uma nova alternativa no combate aos insetos-praga das lavouras. A bactéria
entomopatogénica B. thuringiensis (Bt) € a fonte dos genes de resisténcia nas
chamadas plantas-Bt, produzidas comercialmente (Bobrowski et al., 2003). Bt, que ja
€ amplamente utilizado no controle biol6gico de insetos, podera ter sua importancia
agronbmica aumentada, ja que ha indicios bastantes fortes de que esta bactéria
possui atividade antifungica. Este potencial pode ser explorado utilizando-se a

bactéria ou mesmo as plantas transgénicas (Batista Junior et al., 2002).
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Figura: Ana Cristina Gomes

Figura 4 — Esporos e inclusGes proteicas cristalinas bipiramidais de B.
thuringiensis. (a) microscopia de contraste de fase, (b) microscopia eletronica de
varredura (Monneratet al, 2020)

Existem duas cepas de B. thuringiensis descritas na Especificacdo de
Referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),

(Especificacao de referéncia de niameros 28 e 34) (Monnerat et al., 2020).
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Tabela 2: produtos registrados a base de Bacillus thuringiensis

Marca Comercial

Titular do Registro

BTFERT

Serquibio Biotecnologia .Ltda

BACILLUS  THURINGIENSIS
FUTURO

BOM

Bom Futuro Agricola .Ltda

BACMIX BTKSC

Comdeagro - Cooperativa Mista de

Desenvolvimento do Agronegdcio

BETTUS ORG

Nooa Ciéncia e Tecnologia Agricola .Ltda

BIOBAC-T

Vital Brasil Chemical Industria e Comércio
de Produtos Quimicos .Ltda - ME

BT PROTECTION

Bioma Industria Comércio e Distribuigao -

Eireli

BTKILL JCO JCO Industria e Comércio de Fertilizantes.
Ltda

ECOBACIT Vital Brasil Chemical Industria e Comércio

de Produtos Quimicos .Ltda - ME

TEC CATP PRO

Solubio Tecnologias Agricolas.Ltda

Fonte: SEER/DIRPF/CGAA/DSV/ISDA/MAPA.2022

Producao “on farm”

Os microrganismos vém sendo empregados como excelentes biopesticidas de

fitopatdgenos e pragas nas principais culturas comerciais. Nos ultimos anos, diversos

produtores rurais tém fabricado em suas fazendas biopesticidas para aplicacdo direta

nas lavouras, pratica conhecida como produgao “on farm” (Avila, et al., 2021). Esses

microrganismos atuam na inducdo de resisténcia, parasitismo, antagonismo e a

producdo de enzimas que degradam a parede celular, assim como a producéo de

substancias toxicas, caracteristicas essenciais para o controle alternativo de pragas e

doencas. A produgdo caseira de biodenfensivos, conhecida como “on farm” vem
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aumentando nos ultimos anos, tendo como uma das principais vantagens a reducéo
do custo dos produtores com defensivos, que pode chegar a 80% (Avila et al., 2021).
Para isso, o laboratério e o sistema de fermentacdo devem ser esterilizados, e o
processo deve ser realizado sob condi¢des controladas, permitindo a producgéo de
bioinseticidas de qualidade que podem ser utilizados por diferentes estratos de
produtores rurais (Lana et al., 2019).

O controle de qualidade dos bioprodutos € uma etapa fundamental do processo
de producéo, seja em laboratorios, biofabricas “on farm” ou nas empresas de grande
porte. O controle de qualidade visa avaliar as caracteristicas dos bioprodutos sob
diferentes aspectos, de forma a garantir a sua qualidade, seguranca e eficacia
(Monneratet al., 2020).

Para cultivar as bactérias do género Bacillus, € fundamental dispor de um meio
de cultura adequado. Os meios de cultivo para essas bactérias geralmente possuem
uma fonte de nitrogénio (extrato de caseina, caseina hidrolisada, peptona), outra de
carbono (glicose, dextrose, amido) e sais minerais (micro e macro elementos).
Algumas vezes se adicionam ao meio alguns tampdes (fosfato) e antiespumantes a
fim de facilitar o processo. A fonte de carbono, além de fornecer matéria prima para
muitos compostos celulares, serve como fonte de energia. O nitrogénio é requerido
principalmente para sintese de proteinas e acidos nucléicos. Os sais minerais atuam
como cofatores e sdo também importantes no controle da osmolaridade celular.
Existem diversos meios de cultura disponiveis no mercado. E recomendavel conhecer
a procedéncia e qualidade dos mesmos, pois muitas empresas comercializam meios
de cultura fabricados a partir de residuos ou subprodutos que apresentam variacao
nos teores de carboidratos e proteinas entre diferentes lotes. Desta forma, o produto
final resultante poderd apresentar diferentes rendimentos e consequentemente

eficdcia (Monnerat et al., 2020).
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