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RESUMO

Atualmente a crescente preocupagao com questdes ambientais relacionadas ao uso de defensivos agricolas
quimicos levou a busca de novas tecnologias para atuar como substitutas no manejo de pragas e doengas.
Neste cendrio surgiram multiplos estudos nos quais foram testadas diferentes cepas da espécie bacteriana
gram-positiva Bacillus amyloliquefaciens no biocontrole de microrganismos fitopatogénicos, inclusive
fungos. A bactéria apresentou bons resultados também na promogao do crescimento de algumas espécies
de plantas. Através de levantamento bibliografico, a proposta deste trabalho foi realizar um estudo dos
principais resultados obtidos nas pesquisas, assim como o mecanismo de agao pelo qual a bactéria age
visando o controle do crescimento dos fungos. Uma classe de biossurfactantes, os lipopeptideos foi
identificada como a principal responsavel pela inibi¢ao dos fungos. Dentre eles os que se mostraram
mais relevantes foram a iturina, a surfactina e a fengicina. Através desta pesquisa é possivel avaliar novas
alternativas sustentaveis para reduzir ou até mesmo eliminar algumas espécies de fungos responsaveis por
grandes perdas na agricultura.
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ABSTRACT

Sustainable alternative for the use of Bacillus amyloliquefaciens in the biocontrol of phytopathogenic
fungi: a review. Currently, the growing concern about environmental issues related to the use of chemical
pesticides has led to the search for new technologies to act as substitutes in the management of pests and
diseases. In this scenario, multiple studies emerged in which different strains of the gram-positive bacterial
species Bacillus amyloliquefaciens were tested in the biocontrol of phytopathogenic microorganisms,
including fungi. The bacterium also showed good results in promoting the growth of some plant species.
Through a bibliographic survey, the purpose of this work was to carry out a study of the main results
obtained in the research, as well as the mechanism of action by which the bacterium acts in order to control
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the growth of fungi. A class of biosurfactants, lipopeptides, has been identified as the main responsible
for fungal inhibition. Among them, the most relevant were iturin, surfactin and fengicin. Through this
research it is possible to evaluate new sustainable alternatives to reduce or even eliminate some species of
fungi responsible for large losses in agriculture.

Keywords: Biological Control; Lipopeptides; Antifungal; Antagonist.

INTRODUCAO

Uma série de doengas que atingem plantas, graos e alimentos, sdo causadas por microrganismos.
Dentre eles, os fungos e bactérias patogénicos sao uma das maiores preocupagdes, causando grandes danos
econdmicos em plantagdes (Bandara et al., 2020). Dentre os grandes responsaveis pelo uso exacerbado de
agrotoxicos, estao os fungos, que devido a fatores ambientais e sanitarios encontram em alimentos desde
o campo até a comercializagdo, uma fonte rica de nutrientes para se desenvolver. Estes se desenvolvem
de forma rapida e com isso podem interferir no bem-estar humano, sendo entdo denominados pragas
(Braibante e Zappe, 2012).

Hoje, diversas combinagdes de praticas culturais, fungicidas e bactericidas sao utilizadas no controle
de doengas, muitos destes ainda utilizam em suas formulas metais pesados, que podem trazer sérios danos

ao consumidor e ao meio ambiente (Puruch et al., 2018).

Diferentes compostos organicos oriundos do metabolismo secundario de bactérias sao utilizados em
diversos processos industriais e agricolas (Turatto, 2015). Nos ultimos anos vem sendo avaliada a atuagao
de diferentes espécies do género Bacillus contra microrganismos fitopatogénicos, incluindo bactérias e
fungos que causam danos econdmicos em diversos setores do agronegdcio, viabilizando assim o uso de

praticas mais sustentaveis através do controle bioldgico.

Em estudos realizados por diversos autores, as bactérias do género Bacillus surgiram como grandes
promotoras do crescimento de plantas, além de atuar também no biocontrole de certos microrganismos,
dentre as mais estudadas esta a B. Amyloliquefaciens. Elas atuam através de mecanismos diretos e indiretos,
como na produ¢ao de fitormdnios, lipopeptideos, sintetizando enzimas e compostos antifingicos, e na
aquisicdo de nutrientes como o fésforo e nitrogénio, potencializando o crescimento de algumas plantas
(Martinez-Hidalgo et al., 2015; Farzand et al., 2020; Wang et al., 2020). O potencial de biocontrole dos
fungos por meio da a¢ao de bactérias fitopatogénicas vem atraindo o interesse de diversos pesquisadores da
area, mostrando-se uma alternativa ambientalmente benéfica (Duraijaj et al., 2018). Dessa forma, o objetivo
do presente trabalho foi reunir dados sobre o papel da espécie Bacillus amyloliquefaciens no biocontrole de

fungos fitopatogénicos.

Foi tratada nesta revisdo, de maneira exploratoria, a literatura contida nas bases de dados
virtuais: SciELO, Scopus e Periédicos CAPES. Tais publicagdes foram buscadas dos anos 2005 a 2020.
Os indexadores utilizados na pesquisa foram “amyloliquefaciens” e “fung*”. Tal pesquisa resultou em 36
trabalhos, sendo 22 deles considerados elegiveis para o estudo. A busca foi feita em trabalhos nacionais
e internacionais buscando-se resultados, técnicas e informagdes importantes que estivessem conectadas

com o tema desta revisao.
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RESULTADOS

Pertencente ao género Bacillus, a Bacillus amyloliquefaciens é 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 liquefagao do amido (amylo + lique
+ faciens). Sao bactérias aerdbias, gram-positivas e formadoras de enddsporos, o que as permite sobreviver
por um longo periodo (Fan et al., 2012; Torres et al., 2016; Wu et al., 2019). Em fun¢ao de sua capacidade
de se adaptar e sobreviver nos solos, ja foi avaliada a sobrevivéncia de seus esporos em temperaturas de até
120°C, sendo a temperatura 6tima de crescimento girando em torno de 37°C para algumas cepas (Margosch
et al., 2006; Ahlem et al., 2012; Gotor-Vila et al., 2017).

Dentre os compostos que levaram a B. amyloliquefaciens a um crescente interesse cientifico, estao
seus metabolitos secundarios. Os compostos antifungicos produzidos pela B. amyloliquefaciens encontrados
na literatura avaliada sdo: Iturina, Fengicina, Surfactina, Bacilomicina, Bacilobactina e Plipastatina.
Chamados de lipopeptideos (LPs), estes compostos sao uma classe de surfactantes microbioldgicos
capazes de agir como antibidticos e até mesmo como inibidores de certas enzimas (Kim et al., 2017). Sua
estrutura caracteristica consiste em um acido graxo, combinado com uma porcao de aminoacidos. Devido
a acao antibidtica, diversos estudos vém buscando descobrir novos compostos. O biossurfactante mais
eficaz conhecido ¢ a Surfactina, produzida principalmente pela B. subitilis, capaz de hidrolisar lipideos nas

membranas celulares de outros microrganismos (Fernandes et al., 2007; Farzand et al., 2020).

Diferentes mecanismos de a¢ao sao utilizados pelos LPs em suas a¢des antifiingicas dependendo

do patégeno que esteja inibindo, como ¢ mostrado em ordem cronoldgica de publicagdo na Tabela 1.
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Tabela 1. Informagoes relacionadas ao mecanismo de agdo de diferentes cepas da bactéria B. amyloliquefaciens e seus patdgenos alvo.

Espécie/ Cepa Lipopeptideos Envolvidos Modo de Agao Patogeno Alvo Referéncia
) Além da Surfactina, Iturina
Bacillus e Fengicina, também avaliou x :
. . gicina, tam - a Estabeleceu um escudo de prote¢do ao redor da raiz da . . Chung e
amyloliquefaciens as enzimas hidroliticas ) Phytophthora capsici; Fusarium oxysporum. Ki
-7079 extracelulares de protease e planta. im, 2005.
quitinases.
Bacill
L,w us . . L Alternaria brassicae; Botrytis cinerea; .
amyloliquefaciens B . o Mata ou previne a germinag¢do dos esporos dos fungos. . o Danielsson et
Produgao de 4cido salicilico ) LT : Leptosphaeria maculans; Verticillium
-UCMB-5113/ Induz a planta a ativar sua resisténcia sistémica induzida. ) al., 2006.
UCMB-5036 longisporum.
Bacillus Resultados demonstraram que a inibigdo ocorreu de forma
) . . mais acentuada nos testes onde houve maior formagéo de . . Caldeira et
amyloliquefaciens - Iturina. . . o Trichoderma harzianum.
CCMI 1051 esporos, sugerindo que a produgdo de LPs esta diretamente al., 2007.
relacionada com a esporulagdo da bactéria.
Bacillus Lo ) Lo .
, ) Fengicina, surfactina e < . Lasiodiplodia rubropurpurea, Lasiodiplodia Yuan et al.,
amyloliquefaciens - bacilomici Nio especificado. . o
CGMCC 5569 aclomicina. crassispora e Lasiodiplodia theobromae 2012.
. Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum,
Bacill . Chenetal.,,
actius - C16 Fengicina A e um Alteram a estrutura e permeabilidade da membrana  Fusarium graminearum, F.oxysporum f. sp. cnea
amyloliquefaciens Derivativo contendo Acido . ) 2013.
- SH-B10 Aminobutirico celular. vasinfectum, E. oxysporum f. sp. cucumis
melo L.e E graminearum f. sp. zea mays L.
Bacillus Alternaria panax, Botrytis cinera, Fusarium
. . ) O mecanismo de a¢do é baseado na perturbagdo osmotica oxysporum,Colletotrichum orbiculare, .
amyloliquefaciens Iturina 1 ~ , O . .. Jietal,2013.
CNU114001 devido a formagédo de poros condutores de ions. Penicillium digitatum, Phytophthora capsici,

Pyricularia grisea e Sclerotinia sclerotiorum
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Espécie/ Cepa Lipopeptideos Envolvidos Modo de Agio Patégeno Alvo Referéncia
A atividade antifungica foi induzida com a presenga do
Bacillus patégeno. Em alguns fungos houve maior produgdo Verticillium dahliae, Sclerotinia sclerotiorum,
amyloliquefaciens Bacilomicina D, Fengicina, de determinado LP do que em outros. Algumas cepas Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum, Lietal.,
4 SC(IQR9 Surfactina e Bacilobactina. deficientes em genes responsdveis por produzir os Rhizoctonia solani, Fusarium solani, 2014.
LPs foram também testadas, ndo apresentando acdo Phytophthora parasitica var. nicotianae
antifungica.
Bacillus Cladosporium cucumerinum; Botrytis
. . . , . Ruptura da integridade da membrana, levando a lise de ) 4 ) ) Cawoy et al.,
amyloliquefaciens Surfactina, Iturina E Fengicina |, L . cinerea; Fusarium oxysporum; Pythium
varios estagios de vida de fungos. ) 2014.
- FZB42 aphanidermatum
Bacillus Iturina A e As analises revelaram mudangas morfoldgicas graves nos
. ) , . conidios e distor¢oes substanciais nas hifas FG tratadas ) ) Gong et al.,
amyloliquefaciens Pliplastatina A L ) Fusarium graminearum
$76.3 com os LPs. A iturina A causou vazamento de conteudo 2015.
celular fingico e a plipastatina A causou a vascularizagéo.
Bacillus Os compostos que atuam . . L ,
. . e - Competicdo de nutrientes, ligagdo do antagonista ao ) . Sotoyama et
amyloliquefaciens na inibi¢do nao foram , oA . . ) Fusariumoxysporum f. sp. Lycopersici
TUMC7 ‘dentificados patdgeno, resisténcia induzida e parasitismo direto. al,, 2016.
Bacillus Com o auxilio das propriedades surfactantes da surfactina, Torres et al
amyloliquefaciens Surfactina, iturina e fengicina. o potencial antifiingico dos outros LPs ¢ potencializado. Macrophomina phaseolina 2016 ”
- PGPBacCAl Alterando a estrutura e permeabilidade das membranas. '
E graminearum-ISPAVE 271, E. oxysporum-
Bacillus Os LPs sao resistentes a temperatura, interagem entre
amyloli ;efaciens Iturina e surfactina si desintzl randlo a areade cefular 1210 fllm oa?evando 0 CIM10402, E culmorum-ISPAVE Zalila-kolsi
4 B3B369 ' \ ;norte & P g% 21w, Alternaria alternata-CTM10230, etal., 2016.

Rhizoctonia oryzae, e Aspergillus niger.
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Espécie/ Cepa Lipopeptideos Envolvidos Modo de Agao Patégeno Alvo Referéncia
. Mudangas morfolégicas na membrana plasmatica e
Bacillus . L . .
. . o na parede celular de hifas A bacilomicina D induziu . ) Guetal,
amyloliquefaciens Bacilomicina D ) .. . . Fusarium graminearum
o acumulo de espécies reativas do oxigénio (EROs), 2017.
- FZB42 . .
causando a morte em hifas e conidios.
A iturina foi responsavel por inibir a producio de esporos.
Bacill A fengicina ou a surfactina sozinhas ndo mostraram
acillus
. . . . . nenhuma agdo inibidora de esporos. A sinergia entre as . . Kim et al,,
amyloliquefaciens Iturina, fengicina e surfactina. o : , Fusarium graminearum
3 mostrou um bom efeito inibitério. A provavel causa é 2017.
JCK-12 :
relacionada ao dano causado na parede celular do fungo,
aumentando sua sensibilidade ao fungicida
. . . . Fusarium graminearum, Alternaria
Bacillus Foi observado o encolhimento e colapso das hifas do E . . .
. . o . ) . . bokurai, Fusarium graminearum Schwabe, Wang et al.,
amyloliquefaciens Surfactina, iturina e fengicina.  graminearum. Apareceram também fragmentos de hifas - .
. Macrophoma kawatsuka, Verticillium ahliae, 2017.
- NCPSJ7 causados pela lise. . .
Pythium ultimum
Bacillus . . Mostraram ter um forte efeito antagonico no crescimento  Fusarium oxysporum, Humicola sp NJR102
. . Iturina A, fengicina e . o . . . Yuan et al.,
amyloliquefaciens bacilomicina (D e F) de fungos patogénicos para plantas e a inibicdo de um 11, Chaetomium succineum, Acremonium 2017
acilomicina (D e F).
- NJN-6 amplo espectro de germinagido de esporos. dichromosporum, Penicillium menonorum.
Bacill Em alguns casos esteve relacionado a permeabilizacdo de
acuius . . - , . . .
. . . . L esporos, inibindo a germinagdo das células das hifas. A . o Kulimushi et
amyloliquefaciens Surfactina, fengicina e iturina. . Y , . Rhizomucor variabilis.
499 fengicina também inibiu a sintese de DNA em Rhizopus al., 2017.
stolonifer em baixas concentragdes.
Bacillus Tanto nos experimentos in vitro quanto nos in vivo, ) o . .
. . . . o ,p~ , d i Fusarium verticillioides, Rhizopus stolonifer ~ Kulimushi et
amyloliquefaciens Surfactina, iturina e fengicina.  ocorreu a inibi¢do do patégeno. Houve aumento também o o
L . e Penicillium variabile. al., 2018.
- §499 da taxa de germinagdo das sementes de milho.
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Espécie/ Cepa Lipopeptideos Envolvidos Modo de Agao Patégeno Alvo Referéncia
Encolhimento, desintegragdo, quebra e plasmolise das
hifas do fungo. A iturina age em sinergia com a surfactina
Bacillus N , criando poros na membrana bioldgica, levando a ruptura
. ) Fengicina,iturina, surfactina e e . ) Farzand, et
amyloliquefaciens . e solubiliza¢do da membrana. Sclerotinia sclerotiorum
bacilomicina .. . al., 2019.
-EZ1509. A fengicina atua principalmente contra fungos
filamentosos, causando a solubilizacdo, criando canais
condutores de ions pela membrana.
Bacillus
amyloliquefaciens ) Kgatle et al.,
- - Alternaria alternata
-MBI600 (Integral® 2020.
Pro)
Bacillus O pré-tratamento com a bactéria ativou a expressdo
. . Produgio de metabolito do gene responsavel pela producao de acido salicilico, Fusarium solani Mart. Sacc. f. sp. McCluree ~ Wang et al,,
amyloliquefaciens e . . A A . .
YTB1407 antifungico. induzindo a resisténcia sistémica da planta de batata-doce Ceratocystis fimbriata Ell. & Halst 2020.
(Ipomoea batatas cv. Yanshu 25).
Bacillus Apresentou alteracdes morfoldgicas nas estruturas
. ) Bacilomicina, fengicina, fungicas, como: esclerédio enrugados com depressdes na , ) Rashad et al.,
amyloliquefaciens ) . ) . e . Sclerotium cepivorum
_GGA e surfactina. superficie e cascas rompidas; microconidios distorcidos e 2020.

encolhidos; e hifas torcidas, enroladas e colapsadas.
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DISCUSSAO
Mecanismos de A¢ao dos Lipopeptideos

Nos estudos mais antigos, observou-se que ainda era desconhecido o mecanismo de agao empregado
pelos LPs. Entendia-se que eles induziriam uma resisténcia sistémica (ISR) nas plantas, para que estas
pudessem se proteger contra os fitopatégenos (Chung e Kim, 2005; Danielsson et al., 2006). Isso de fato
ocorre com algumas plantas, como ¢ o caso do milho (Zea mays) inoculado com Piriformospora indica,
reduzindo a susceptibilidade das plantulas & infec¢do por Fusarium verticilioide (Kumar et al., 2009).
Através da ISR, quando a planta ¢ exposta a um agente biético (microrganismo), suas moléculas indutoras
se ligam as moléculas receptoras presentes nas membranas das células vegetais, levando a planta a ativar sua
resposta imune contra um patégeno (Ummara et al., 2021). Essa resposta pode ser estrutural, por exemplo,
quando induz uma produgdo maior de lignina da parede celular, dificultando a entrada do patdégeno, ou
bioquimicas, pela presenga de enzimas envolvidas na sintese de fendis armazenados em vesiculas (Romeiro
e Garcia, 2003; Newman et al., 2013; Crouzet et al., 2020).

Iturina, Surfactina e Fengicina

Os trés principais LPs produzidos pelo metabolismo secundario das bactérias do género Bacillus
sp. sdo iturina, fengicina e surfactina. Dentre eles, a iturina se destaca, sendo um composto com excelente

potencial antibidtico, apresentando um amplo espectro antifungico.

Dentro do grupo das iturinas, incluem-se: as iturinas A, C, D e E; as bacilomicinas D, F e L e as
micosubtilisina. (Barros et al., 2007; Wu et al., 2018). O mecanismo de inibi¢do da iturina opera interagindo
com os compostos de esterol nas membranas celulares dos fungos, alterando a permeabilidade seletiva
da membrana, permitindo a deteriora¢do dos canais transportadores dos ions potassio e resultando em
morte celular (Zhang et al., 2017). Na relagao de trabalhos selecionados neste artigo de revisdo, é possivel
confirmar este mecanismo de agdo, onde a agao do LP levou a desintegragdo da membrana celular de hifas
e conidios, abrindo canais condutores especificos de ions. (Caldeira et al., 2011; Ji et al., 2013; Gong et al.,
2015; Torres et al., 2016; Zalila-Kolsi et al., 2016; Kim et al., 2017; Kulimushi et al., 2017; Wang et al., 2017;
Yuan et al,, 2017; Rashad et al., 2020).

Testando-se a bacilomicina-D isolada da cepa Bacillus amyloliquefaciens - FZB42 contra o E
graminearum, foi revelado que usando o LP na forma purificada houve uma melhora no desempenho com
concentragao inibitéria de 50% de 30pg/ml. No teste removendo-se os genes produtores de fengicina e

bacilomicina-D, a a¢ao antifingica foi nula (Gu et al., 2017).

Neste grupo de lipopeptideos encontram-se as fengicinas A e B e as plipastatinas A e B (Yang et al.,
2015). Um dos possiveis mecanismos para a atividade antifungica da fengicina ¢ a interagao com esteroides
e moléculas de fosfolipidios nas membranas, alterando a estrutura e permeabilidade da membrana celular
do fungo (Chen etal., 2010; Rashad et al., 2020). A importincia da membrana celular fingica na preservagao
da forma e integridade celular destes microrganismos e sua composicdo fosfolipidica desempenham
um papel crucial em suas interacdes com o meio e com muitas proteinas intrinsecas (transmembranar)
(Athanasopoulos et al., 2020).
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Através de andlises microscdpicas, Farzand et al. (2020) evidenciaram que a fengicina atuou
principalmente contra fungos filamentosos, causando a solubilizagdo e criando canais condutores de fons
pela membrana. O ergosterol é um esterol presente na membrana plasmatica de fungos. Wise et al. (2014)
mostraram que a sensibilidade dos fungos a fengicina esta relacionada a baixos niveis de ergosterol em sua
membrana, conseguindo até mesmo inibir a produ¢ao de DNA, como no caso do fungo Rhizopus stolonifer.
Neste sentido, qualquer perturbacdo na membrana leva a desordem celular, afetando o desempenho

daquele microrganismo.

Os surfactantes sdo utilizados em diferentes processos industriais, trabalhando como, emulsificante,
agente umectante ou de suspensao, dispersao de fases e lubrificantes, sendo seu maior uso concentrado nas
industrias de produtos de limpeza. Sdo compostos organicos anfipaticos, ou seja, apresentam uma por¢ao
polar e outra apolar em sua molécula (Tripathy et al., 2018). A surfactina é considerada um biossurfactante
por apresentar em sua molécula uma por¢ao hidrofébica e uma por¢ao hidrofilica. Sua familia é formada
pelas surfactinas A, B e C, que variam de acordo com sua composi¢do quimica (Oliveira Felipe e Dias,
2017; Koim-Puchowska et al., 2019; Kotoky et al., 2020).

A surfactina também vem sendo testada como agente antibidtico, no trabalho de Plaza et al. (2013),
o biossurfactante foi capaz de inibir e danificar hifas fingicas, causando danos ao DNA, as proteinas e
reduziram o antioxidante glutationa das células do patdégeno. Buscando entender os mecanismos de agao
utilizados pelo composto surfactina, Jiang et al. (2016) analisaram através de um microscépio eletronico
de transmissao o efeito que a surfactina teve no crescimento do fungo Fusarium moniliforme, observando
que nos tratamentos contendo o composto antifingico houve a formagdo de vactiolos no interior das
hifas causando aglomeragao das organelas devido ao espago ocupado pelos vactolos. Além do mais, o
aumento da concentragdo da surfactina, levou a maior inducao de apoptose das hifas e esporos fungicos
(Qi et al., 2010).

Coprodugao de Lipopeptideos por B. amyloliquefaciens

A produgéo dos lipopeptideos é em certos casos induzida pela presenga do patégeno. Diante disso,
alguns trabalhos investigaram a influéncia da espécie de fungo na produgio de diferentes lipopeptideos,
como no caso da fengicina ser mais eficiente contra fungos filamentosos (Li et al., 2014; Farzand, et al.,
2019). Apesar de ndo ter um grande potencial antifiingico como os outros lipopeptideos, a surfactina
tem a capacidade de potencializar a agdo antifingica dos demais compostos (Torres et al., 2015). O
sobrenadante do caldo bacteriano fermentado da cepa Bacillus amyloliquefaciens - NCPS]7 foi testado
sua a¢ao antifingica em diferentes temperaturas e pHs. Contra o Fusarium graminearum, a concentragao
minima fungicida foi de 31ug/ml e a faixa de temperatura tolerada pelo sobrenadante de 4 a 80°C e pH de

1 all, a presenc¢a do ion Na* elevou sua atividade inibitéria.

As analises de Cawoy et al. (2014) mostraram que as cepas bacterianas capazes de produzir as trés
familias de lipopeptideos tiveram um potencial de inibicdo dos fungos maior que as cepas que deixaram
de produzir a iturina por exemplo. Esses mesmos autores também enfatizam que, além disso, a inibi¢ao

do E oxysporum dependia da presenca de iturina e fengicina, enquanto a inibi¢ao do C. cucumericum
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decorre da presenga de fengicina somente. Outro ponto abordado neste trabalho foi a produgdo dos LPs
por uma mesma cepa de Bacillus, quando em contato com diferentes fungos, sugerindo que a bactéria tem

a capacidade de receber sinais emitidos pelo patdgeno, aprimorando a produg¢ao da fengicina e da iturina.

Principais Patégenos Testados quanto a Inibicao

Diversos géneros de fungos fitopatogénicos foram utilizados nos estudos descritos neste trabalho.
Dentre os mais analisados estao: Fusarium, Alternaria, Verticillium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis e
Penicillium, responsaveis por grandes prejuizos econdmicos causados pela perda de alimentos no setor
agricola (Oliveira et al., 2019). Estes atacam diversas partes da planta, como nas raizes no caso do E solani,
corrompendo o tecido interno da raiz (xilema), levando a interrup¢ao da conducéo da seiva bruta para
o restante da planta (Anjos et al., 2018). O caule também é uma parte da planta afetada por diferentes
espécies de fitopatogenos, como a Rhizoctonia solani (Podridao-radicular) que ao gerar lesdes no caule
leva ao tombamento das plantas em estagio inicial de crescimento (Juber et al., 2016). A parte foliar
da planta é fortemente afetada pela espécie fungica Verticillium dahliae, que leva a necrose das folhas e

consequentemente ma-formacao dos frutos (Diaz et al., 2019).

Devido a sua capacidade de formacgdo de microesclerddios quando se encontram em condi¢des
ambientais adversas, como baixa umidade relativa do solo. Diversas espécies de fungos sobrevivem para
que ao encontrar condi¢oes ambientais favoraveis possam voltar a se desenvolver e atacar as plantas
(Pagano e Dhar, 2015). Deste modo, o controle sanitario nas sementes é de extrema importancia para evitar

a contamina¢ao e comprometer a germinagdo das sementes (Nascimento et al., 2016).

Alguns dos fungos estudados apresentaram certa resisténcia ao biocontrole como no caso do fungo
Pyricularia grisea e Pythium aphanidermatum, no entanto, o resultado foi positivo em relagdo a inibi¢do
do crescimento micelial na grande maioria dos fungos analisados pelos autores (Ji et al., 2013; Cawoy et al.,
2014). Utilizou-se a cepa Bacillus amyloliquefaciens - GGA sozinha e em consércio com fungos micorrizicos
com o objetivo de avaliar seu potencial antiftingico contra o Sclerotium cepivorum patégeno do alho (Allium
sativum), alcangando 63,8% de inibi¢ao do fungo patogénico apds 12 dias de crescimento (Rashad et al.,
2020). Foi observado, portanto, que através dos estudos in vitro, a bactéria B. amyloliquefaciens foi capaz
de produzir diversas substancias responsaveis pela inibicdo de muitos microrganismos, inclusive fungos,

apresentando alta atividade inibitoria.

Comparativos entre Fungicidas Quimicos e Biologicos

Combinagdes de fungicidas quimicos e bioldgicos misturados também apresentaram resultados
satisfatorios, como no estudo feito por Kim et al. (2017), onde o melhor resultado encontrado foi
combinando-se o fungicida Almuri e o caldo de fermentagao da B. amyloliquefaciens. O teste foi feito
buscando avaliar a a¢ao de quimiossensibilizagao da cepa bacteriana, deixando o fungo mais sensivel ao
efeito do fungicida quimico. Outra associagdo que demonstrou aumento no controle do patoégeno foi a

utilizagdo da B. amyloliquefaciens com fungos micorrizicos arbusculares (Younes et al., 2020).
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As taxas de supressdao da Phytophthora capsici e Fusarium oxysporum por B. amyloliquefaciens 7079
foram 1,5 e 2,2 vezes melhores, respectivamente, do que por trés fungicidas quimicos populares usados em
praticas agricolas reais. Além disso, a cepa persistiu no solo por 50 dias apds aplicada a solugao bioldgica
(Chung e kim, 2005). A inibi¢ao do extrato de células bacterianas sobre o crescimento de fungos do teste
na concentra¢ao acima de 20pg/mL foi significativamente superior a do fungicida comumente usados,
Nystafungin, na concentra¢ao de 60pg/mL (Yuan et al., 2012). Foram testados 5 fungicidas ja conhecidos
no mercado e o produto comercial integral@ PRO (B. amyloliquefaciens MBI600). O tratamento biologico
apresentou o terceiro melhor resultado em relagdo a aplicagdo do tratamento nas sementes (Kgatle et al.,
2020).

Testes in Vivo

Além da anadlise em laboratorio quanto a eficacia da inibicao provocada pela bactéria, é necessario
que haja estudos mostrando sua aplicagdo no campo, com o objetivo de analisar sua aplicabilidade,
sobrevivéncia e interagdo com os demais microrganismos no solo. Nos estudos de Ji et al. (2013), foram
realizados experimentos envolvendo o fruto pepino (Cucumis sativus), onde a cada 7 dias foi borrifada
no proprio fruto ja infectado com Sclerotinia sclerotiorum, a solugao bacteriana diluida. Obteve-se uma
reducdo da doenga em niveis acima de 60% nas diluicdes de 10 e 20 vezes. Resultados semelhantes foram
encontrados por Wang et al. (2020), no qual a suspensao bacteriana adicionada no solo atingiu um nivel de
controle de 83,33% para o E solani e 49,95% para C. fimbriata.

O porcentual de germinagdo das sementes inoculadas com as bactérias antagonistas de trés espécies
diferentes de Bacillus por Zalila-Kolsi et al. (2016), mostrou-se superior aquelas inoculadas somente com o
fungo patogeno, estando acima de 80% de sementes germinadas. Tal resultado também ¢ visto nos estudos
de Kulimushi et al. (2018), no qual a inoculagao das sementes infectadas com as bactérias aumentou a taxa
de germinagao das sementes de 5 a 13% dependendo do patégeno. Houve também um decréscimo de 5 a

30% na taxa de mortalidade das plantas no estagio inicial de crescimento.

As cepas Bacillus amyloliquefaciens-UCMB-5113/UCMB-5036 mostraram-se significativamente
eficientes contra todos os patdgenos testados (Alternaria brassicae; Botrytis cinerea; Leptosphaeria maculans;
Verticillium longisporum). A concentragao de sobrenadante para a inibicdo completa foi de 100puL para
Botrytis cinérea e de 10uL para os demais patégenos, além de matar ou prevenir a germinagao dos esporos

dos fungos e induzir a planta a ativar sua resisténcia sistémica (Danielsson et al., 2006).

A cepa Bacillus amyloliquefaciens - CGMCC 5569 mostrou forte atividade de controle do
crescimento in vitro de Lasiodiplodia rubropurpurea, L. crassispora e L. theobromae inibindo o crescimento
dos patégenos em cerca de 70,22%, 69,53% e 78,76%, respectivamente. Nos testes in vivo reproduzidos
por Wang et al. (2020), utilizando a cepa Bacillus amyloliquefaciens -YTB1407 na parte aérea da planta, o
controle do E solani chegou a 83,33% e o controle da C. fimbriata foi de 49,95%.

A area de biodefensivos vem ganhando um maior enfoque nos tltimos anos, principalmente devido
as questdes ambientais. Os estudos relacionados a B. amyloliquefaciens encontrados se referem tanto ao

seu poder de controle de alguns fungos quanto a sua capacidade de promover o crescimento acelerado
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de algumas espécies de plantas, possui também algumas vantagens como nao ser susceptivel a resisténcia
pelos fungos com o passar do tempo. No que se refere ao controle bioldgico, diversos produtos ja podem

ser encontrados no mercado em escala comercial e para multiplicagdo OnFarm.

CONCLUSOES

Devido aos efeitos negativos advindos dos produtos quimicos agricolas, incluindo a polui¢ao
ambiental, o manejo de doengas através do biocontrole mostra-se essencial para uma agricultura mais
sustentavel. Outro ponto muito discutido é em relagdo ao ganho para o meio ambiente, que produtos
bioldgicos podem trazer. Tais ganhos vao desde a redu¢ao do uso de produtos quimicos, até o aumento da

absorgdo de carbono por meio dos microrganismos.

Neste trabalho foi possivel observar que os estudos relacionados ao uso da bactéria B.
amyloliquefaciens caminham de forma avangada e apresentando resultados positivos no controle de
diversas espécies fitopatogénicas. Dentre as espécies fungicas fitopatogénicas inibidas pela bactéria
antagonista estdo: Alternaria alternata; Alternaria brassicae; Alternaria panax; Aspergillus niger; Botrytis
cinera; Cladosporium cucumerinum; Fusarium oxysporum; Fusarium solani; Fusarium graminearum;
Fusarium verticillioides; Macrophomina faseolina; Penicillium digitatum; Rhizoctonia solani; Rhizoctonia

oryzae; Sclerotium cepivorums; Sclerotinia sclerotiorum; Verticillium dahliae.

Osmecanismos de agao das espécies de B. amyloliquefaciens avaliados estao diretamente relacionados
com a producdo de antibidticos lipopeptidicos. Os trabalhos identificaram os seguintes lipopeptideos
envolvidos no controle do crescimento fungico: Bacilomicina (D e F); Bacilobactina; Fengicina; Iturina (A
e E); Surfactina e Pliplastatina A. O controle destes microrganismos fitopatogénicos ocorre principalmente
através do rompimento da parede celular do fungo, criando-se dutos capazes de alterar a permeabilidade da
célula. Tendo em alguns casos, a atividade antifungica e produgao de lipopeptideos induzida pelo contato

com o patogeno.
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