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APRESENTACAO

A obra “Agricultura em Bases Agroecolégicas e Conservacionista” tem
foco e discusséo principal sobre técnicas e praticas agricolas consolidadas e em
perspectiva para avangos consistentes na agroecologia e agricultura baseadas no
conservacionismo.

O objetivo foi apresentar literatura para assuntos emergentes dentro da
tematica central da obra, sendo que do capitulo 1 ao 8 os leitores encontraram
revisbes de literatura sobre homeopatia, alimentacdo alternativa de animais e
insetos, comunicacdo em agroecologia, novas tecnologias na era 4G, bioativacéo
e remineralizadores de solo. Ja do capitulo 9 ao 20 foram apresentados trabalhos e
investigacdes aplicados dentro desses assuntos e outros complementares.

Participaram desta producéao cientifica autores da Universidade Estadual de
Maringa, Universidade Estadual do Oeste do Parand, Universidade Federal do Mato
Grosso e Universidade Federal do Parana.

Os temas diversos discutidos neste material propuseram fundamentar o
conhecimento de académicos e profissionais das areas de agroecologia e agricultura
conservacionista e destinar um material que demonstre que essas vertentes agricolas
sao consistentes e apresentam ciéncia de fato.

Deste modo, a obra “Agricultura em Bases Agroecoldgicas e Conservacionista”
apresentamaterial bibliografico relevantemente fundamentado nos resultados praticos
obtidos pelos diversos pesquisadores, professores, académicos e profissionais que
arduamente desenvolveram seus trabalhos que aqui foram apresentados de maneira
didatica e valorosa para o leitor.

Higo Forlan Amaral
Kétia Regina Freitas Schwan-Estrada
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CAPITULO 7

Bacillus amyloliquefaciens NO CONTROLE DE DOENCAS

Data de aceite: 22/01/2020

Amanda do Prado Mattos

Eng® Agr?, P6s-graduagdo em Agronomia
Universidade Estadual de Maringa.
Bruna Broti Rissato

Eng® Agr?, PGs-graduagcao em Agronomia
Universidade Estadual de Maringa.

Katia Regina Freitas Schwan-Estrada
Dr?. Professora Adjunta, Departamento de
Agronomia, Pés-graduacao em Agronomia
(PGA/UEM) e Pés-graduacao profissional
em Agroecologia (PROFAGROEC/UEM),
Universidade Estadual de Maringa:

RESUMO: As plantas podem ser acometidas
por uma vasta gama de fitopatbgenos
de dificil controle, que se nao manejados
adequadamente, causam perdas de
produtividade e de qualidade. A utilizacdo de
biocontroladores, como as rizobactérias,&é uma
alternativa eficiente ao manejo quimico destas
doencas.A bactéria Bacillus amyloliquefaciens
€ uma rizobactéria que, além de ser capaz de
promover o crescimento da planta,apresenta
eficiéncia como biocontrolador de doencas ena
atuacao como agente indutor de resisténcia em
plantas contra patégenos. Sendo assim, esta
revisao teve como objetivo expor trabalhos
que averiguaram o0 potencialde Bacillus

Agricultura em bases agroecoldgicas e conservacionista

DE PLANTAS

amyloliquefaciens no controle de doengcas em
plantas, bem como, apresentar suas principais
caracteristicas antagonistas.
PALAVRAS-CHAVE: Rizobactérias. Controle
alternativo. Inducéo de resisténcia. Controle
biologico.

Bacillus amyloliquefaciens IN PLANT
DISEASE CONTROL

ABSTRACT: Plants can be affected by a wide
range of phytopathogens of difficult control,
that, if not properly managed, causes yield and
quality losses. The use of biocontrollers, such
as rhizobacteria, is an efficient alternative to
the chemical management of these diseases.
The bacteria Bacillus amyloliquefaciens is a
rhizobacterium that, besides being able to
promote the plant growth, has an efficiency
as a biocontroller of diseases and acts as an
inducing resistance agent in plants against
pathogens. Thus, this work aimed to expose
studies that investigated the potential of Bacillus
amyloliquefaciens in plant disease control,
as well as to present its main antagonistic
characteristics.

KEYWORDS: Rhizobacteria.
control. Resistance induction.

Alternative
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11 INTRODUCAO

A demanda populacional por alimentos sem residuos quimicos cresce
exponencialmente, de modo que, nesse caso, a reducao ou eliminacdo do uso de
defensivos quimicos é prioridade. Paralelamente, a busca por métodos alternativos
de controle de doencas em plantas torna-se necessaria para que a producao de
alimentos seja ambientalmente correta e economicamente viavel (ROMEIRO, 2007).
Varios sdo os métodos que podem ser integrados ao manejo de doencgas, dentre os
quais destaca-se o controle biol6égico como uma ferramenta eficaz para a obtencao
da sanidade das plantas.

O manejo de doencas em plantas a partir da utilizacdo de controle biolégico
é utilizado desde os primérdios e consiste na utilizagcdo de microrganismos vivos
para a manutencédo da densidade de outro organismo, a um nivel inferior do que
normalmente ocorreria na sua auséncia. As bactérias sdo muito estudadas quanto
ao seu carater antagonista, de modo que a aplicacdo de determinadas bactérias
habitantes do solo sobre a rizosfera de plantas, promove diminuicdo da severidade
de doencas em diversas culturas, devido ao antagonismo direto ou a indugcao de
mecanismos de defesa da planta (COOK e BAKER, 1983; PIRES, 2016).

Tais bactérias sdo chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento
em plantas (PGPR) e a sua utilizagcdo como alternativa eficiente aos agroquimicos
tem sido muito estudada nos ultimos anos (QIAO et al., 2014). A espécie Bacillus
amyloliquefaciens, em especial, € uma PGPR conhecida pela sua elevada capacidade
antagonista. Diversos trabalhos demonstram seu potencial no controle direto e
indireto de diversos patégenos, bem como na inducéo de resisténcia (LI et al., 2015;
SINGH et al., 2016, HUANG et al., 2016).

Além de produzir enddsporos, a espécie destina 8,5% de todo seu genoma para
a sintese de metabdlitos secundarios, os quais, em sua maioria, sdo antagdnicos
aos fungos fitopatogénicos (CHEN et al., 2009). A espécie pode atuar de diferentes
formas sobre ainibicdo do patégeno, podendo competir por recursos no meio, produzir
compostos antimicrobianos solUveis e/ou emitir compostos volateis antimicrobianos
(VINODKUMAR et al., 2017; GUEVARA-AVENDANO et al., 2018).

Atualmente, ha no mercado diversos produtos registrados para o controle
de doencas a base de diferentes cepas de Bacillus amyloliquefaciens, tais como
EchoShot® (cepa D-747 ), Duravel® (isolado MBI1600), NemaControl® (SIMBI BS
10), Shocker® (cepa CPQBA 040-11DRM 01 e CPQBA 040-11DRM 04), entre
outros(MAPA, 2019).

A utilizac&o desta espécie como agente de biocontrole, bem como sua atuagao
na inducdo de mecanismos de defesa da planta, séo caracteristicas que devem ser
considerados no manejo integrado de doencas. Tal fato aplica-se, principalmente,
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ao manejo de doencas de dificil controle, como as causadas por patégenos com
capacidade de formar estruturas de resisténcia e que sao dificilmente controladas
por métodos tradicionais.

Dessa forma, esta reviséo teve como objetivo expor trabalhos que averiguaram
o potencial de Bacillus amyloliquefaciens no controle direto de patdgenos in vivo
e in vitro, na atuacdo como agente indutor de resisténcia em plantas, bem como,
apresentar suas principais caracteristicas antagonicas.

2| DESENVOLVIMENTO

2.1 Aspectos gerais da espécie: caracteristicas relacionadas ao antagonismo

Bacillus amyloliquefaciens foi, por muito tempo, considerada como B. subtilis
subsp. amyloliquefaciens ou, simplesmente, uma variacao da espécie B. subtilis com
caracteristica de produzir grande quantidade de enzimas extracelulares. Porém,
tornou-se uma nova espécie quando foram reveladas diferencas em seu genoma
(PRIEST et al, 1987). A referida bactéria apresenta forma de bastonete, é movel,
gram-positiva e produz enddésporos que sobrevivem durante anos em condi¢des
adversas, pois resistem a diferentes temperaturas, pH, salinidade, assim como a
fungicidas e inseticidas. Logo, em comparac¢do aos agroquimicos, isso lhe oferece
um maior prazo de validade, facilidade e flexibilidade de aplicagcao (QIAO et al.,
2014, GOPAL et al., 2015).

B. amyloliquefaciens habita naturalmente solos de praticamente todas as
regioes do planeta (MENG et al., 2012) e que pode atuar de diferentes maneiras sobre
0 patdgeno: através de competicdo por recursos no meio, produ¢cdo de compostos
antimicrobianos sollUveis e/ou por emissdo de compostos volateis antimicrobianos
(VINODKUMAR et al., 2017; GUEVARA-AVENDANO et al., 2018).A espécie dedica
8.5% do seu genoma total, de aproximadamente 340 kb, para a sintese de metabolitos
secundarios, total superior a espécie da qual foi separada, B. subtilis, que dedica
apenas4,5%. Os principais metabolitos produzidos sao os lipopeptideos bacilomicina
D, fengicina, surfactina e inturina. Também sao produzidos policetideos, como
macrolactina e bacilaene, e compostos volateis, como a acetoina. Tais compostos
atuacéo como elicitores na inducé&o de mecanismos de resisténcia da planta (CHEN
et al., 2009).

Segundo Ye et al.(2013), os peptideos antimicrobianos podem ser sintetizados
ribossomicamente ou nao. Estudos realizados in vitro mostraram que a atividade
antifungica de B. amyloliquefaciens é devido a sintese nao ribossomal dos
lipopeptideos bacilomicina D, fengicina e surfactina (CHOWDHURY et al, 2015).
A bacilomicina D faz parte da familia das inturinas, composto de acidos graxos e
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aminoacidos. E um composto que atua na membrana do patégeno, formando poros
e extravasamento de ions, geralmente eficazes contra fungos. Da mesma forma, a
fengicina, que também €& uma inturina, atua sobre fungos filamentosos (YAO et al.
2003; GROVER et al. 2010).

A bactéria B. amyloliquefaciens pode ser associada a outros agentes de
biocontrole no manejo de fitopatdbgenos, sem problemas com o antagonismo. Além
disso, produz biofilme sobre as raizes, uma barreira que torna as plantas mais
resistentes a perda de dgua durante periodos de estiagem, igualmente ao ataque de
microrganismos, tais como os nematoides, os quais, sdo atraidos pelos exsudados
sintetizados e secretados pelas plantas, na rizosfera. Logo, esse biofilme formado,
diminui aliberacéo de exsudados e,consequentemente, a atragcdo dos nematoides. Da
mesma forma, as bactérias dessa espécie modificam a composicado dos exsudados
radiculares, desorientando os nematodides e levando-os a morte (ARAUJO et al.,
2002; MACHADO, 2012).

A literatura ainda cita a produgcdao de enzimas hidroliticas com acédo sobre
o patdgeno. Dentre estas enzimas pode-se citar: celulase, amilase, protease e
quitinase, que degradam macromoléculas como a celulose, amido, proteinas e
quitina, respectivamente. Segundo Agrios (2004), a parede celular de fungos é
composta principalmente por quitina, logo, um biocontrolador capaz de produzir
quitinase, tem grande potencial de controle. Da mesma forma, ovos e cuticulas de
nematoides sdo formadas de quitina e proteinas, logo, a acao é direta sobre eles,
destruindo a parede celular da cuticula de nematoides e fungos fitopatogénicos.

Salienta-se ainda que B. amyloliquefaciens € uma rizobactéria promotora de
crescimento de plantas (PGPR) e, portanto, ndo patogénica. As PGPR tém como
principal caracteristica a capacidade de colonizar a rizosfera e, assim, estimular o
seu crescimento a partir da producéao de fitohorménios, tais como auxinas, citocininas
e giberelinas, que sao responsaveis pelo crescimento de plantas, desenvolvimento
de raizes secundarias e pelos radiculares. Dessa forma, a absor¢do de agua e sais
minerais € aprimorada, reduzindo a vulnerabilidade da planta aos estresses abibticos
e bidticos (VIEIRA JUNIOR, 2013).

2.2 Atuacao antagénica direta sobre fitopatdogenos e inducao de resisténcia em
plantas

Diversos trabalhos demonstram o potencial antagonista in vivo e in vitro de
Bacillus amyloliquefaciens e seus metabdlitos. Salazar et al. (2017), mostraram que
a fengicina, composto produzido e isolado de Bacillus amyloliquefaciens ELI149,
apresentou elevada atividade antifungica in vitro contra Fusarium oxysporum,
Fusarium avenaceume e Mucor sp., causando danos celulares a varias estruturas.

Zhao et al. (2013) relataram que lipopeptideos produzidos por Bacillus
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amyloliquefaciens Q-426 apresentaram atividades inibitorias significativas in
vitro contra o patbgeno Curvularia lunata (Walk) Boed, mesmo em condicbes
extremas de temperatura, pH e salinidade. Da mesma forma, Romano et al. (2011),
observaram que lipopeptideos produzidos e isolados de Bacillus amyloliquefaciens
BO7, pertencentes as surfactinas, exibiram grande atividade antifiUngica contra o
fungo Fusarium oxysporum. Ji et al., (2013) e Li et al. (2016), constataram inibicao
in vitro dos patégenos Alternaria panax, Botrytis cinerea, Colletotrichum orbiculare,
Penicillium digitatum, F. oxysporum, F. solani, Verticillium dahlia e Phytophthora
parasitica por polipeptideos produzidos por B. amyloliquefaciens.

Trabalhos evidenciaram a atividade antag6nica de bacilomicina D, in vitro, contra
patogenos do género Fusarium (XU, et al., 2013; LI et al., 2015), da surfactina contra
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e Fusarium solani (Li et al. 2014), bem
como da fengicina contra Verticillium dahliae kleb, Fusarium oxysporum, Fusarium
solani e Phytophthora parasitica (Li et al. 2014). Li et al. (2015), evidenciaram que
a quantidade de F.oxysporum, B.cinerea, e Alternaria na rizosfera dopepino apés o
tratamento com 1% e 10% de Bacillus amyloliquefaciens LJ02,foi significativamente
menor em relagao ao controle.Em trabalho realizado por Singh et al., (2016), a bactéria
B. amyloliquefaciens DSBA-12 reduziu a severidade de Ralstonia solanacearum no
tomateiro. A partir destes trabalhos, é possivel observar que diferentes cepas de B.
amyloliquefaciens apresentam diferentes producdes de lipopeptideos antagonistas
em confronto com diferentes patbgenos, assim como relatado por Li et al. (2015).

B. amyloliquefaciens pode agir principalmente por antagonismo direto contra
o patdgeno, todavia, diversos estudos vém avaliando seu potencial como indutor
de resisténcia em plantas (CHOWDHURY et al., 2015). A inducéao de resisténcia
consiste na ativacdo de mecanismos de defesa da planta a partir de estimulos
gerados por agentes indutores. A alteracéao de proteinas relacionadas a patogénese
como fenilalanina aménia-liase, lipoxigenase, $-1,3 glucanase, polifenol, quitinase,
peroxidase, entre outras, € o mecanismo mais evidente na inducdo de resisténcia
(PASCHOLATI e DALIO, 2018).

Huang et al. (2016), observou que a cepa WF02 proporcionou protecao contra
R. solanacearum no tomateiro e agiu de forma indireta, ativando genes relacionados
a via do acido salicilico e jasmdnico, fenilalanina aménia-liase e lipoxigenase.Li et
al., (2015), testaram o caldo de fermentacéo da cepa LJO2 em plantas de pepino, e
observaram diminui¢do da severidade de oidio. Além disso, ocorreu elevada producéo
de superdxido dismutase, peroxidase, polifenol oxidase e fenilalanina aménia liase. A
producéo de acido salicilico livre (SA) e a expressdo de um gene PR-1 relacionado

a patogénese (PR) também foram observadas.
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2.3 Principais produtos registrados para o controle de doencas

Diversas pesquisas séo realizadas com a utilizacdo de B. amyloliquefacies no
controle de fitopatdgenos e,atualmente,existem produtos disponiveis no mercado
brasileiro, os quais sdo formulados a base de diferentes cepas da bactéria (Tabela
1). O modo de acdo desses produtos se da pela atuacéo dos lipopeptideos na
membrana dos fitopatégenos, pela competicao por espaco e nutrientes na superficie
do vegetal e no solo junto ao sistema radicular (AGROFIT, 2019).

Marca comer-

cial ® i.a Empresa Patogeno controlado
Colletotrichum gloeosporioides, Podosphaera fu-
liginea, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinérea,
EchoShot Cepa D-747 Iharabras S.A. Erysiphe polygoni, Alternaria solani, Phyllosticta
citricarpa, Cryptosporiopsisperennans
Botrytis cinerea, B. squamosa, Cryptosporiop-
Duravel Cepa MBIB0O Basf S.A. sis perennans, Phyllgst/cta g/tr/carpa, Pythium
ultimun, Rhyzoctonia solani e Xanthomonas
campestris
Simbiose Industria e Co-
NemaControl Isolado SIMBI BS  meércio de Fertilizantes e  Pratylenchus brachyums e Sclerotinia sclerotio-
10 (CCT 7600) Insumos Microbiologicos rum
Ltda.
Cepa CPQBA 040-
11DRM 01 e CP-  Agrivalle Brasil Industria
Shocker QBA 040-11DRM e Comercio de Produtos Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
04 + Trichoderma Agricolas Ltda.
harzianum
Simbiose Industria e Co-
Eficaz Nema Isolado SIMBI BS  mércio de Fertilizantes e Pratvienchus Brachvurus
10 (CCT 7600) Insumos Microbiologicos Y 4
Ltda.
No-Nema Isolado BV03 Biovalens Ltda. Meloidogyne incognita
Simbiose Industria e Co-
PFC-Control Isolado SIMBI BS  meércio de Fertilizantes e  Pratylenchus brachyums e Sclerotinia sclerotio-
10 (CCT 7600) Insumos Microbiologicos rum
Ltda
Isolado IBSBF Laboratorio de Bio Con- L
Quartz SC 3236 trole Farroupilha Ltda Botrytis cinerea
Cepa CPQBA 040- Agrivalle Brasil Industria
. 11DRM 01 e CP- - . . .
Twixx e Comercio de Produtos Colletotrichum lindemuthianum
QBA 040-11DRM .
04 Agricolas Ltda.

Tabela 1. Principais produtos registrados no Brasil a base de diferentes cepas de Bacillus
amyloliquefaciens

Fonte: dados de AGROFIT 2019

31 CONSIDERACOES FINAIS

A bactéria da espécie Bacillus amyloliquefaciens apresenta uma gama de
diferentes cepas, as quais apresentam atividade antagodnica contra fitopatdogenos in
vitro e in vivo e atuam como elicitoras na inducdo de mecanismos de resisténcia em
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plantas. A utilizacéo desta espécie no manejo de doencgas de plantas, principalmente
as de dificil de controle, € uma alternativa para a utilizacdo no manejo integrado e/ou
no cultivo de plantas organicas, onde nao se utiliza agroquimicos.
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