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Roberto Lanna Filho ', Henrique Monteiro Ferro' e Renata Silva Canuto de Pinho'

Resumo - O emprego de microrganismos para fins de controle bioldgico de fitomoléstias vem sendo amplamente
estudado no mundo. Neste contexto, o uso de procariotos como bons agentes antagdnicos contra fitopatégenos tem se
mostrado uma alternativa crescente e inteligente no manejo integrado de doencas. Adicionalmente, muitos estudos vém
sendo realizados com Bacillus subtilis, bactéria habitante natural do solo. A bactéria pode colonizar todos os 6rgaos
vegetativos da planta, sendo encontrada como epifitica, endofitica e rizobactéria, confirmando o seu amplo espectro
para o uso agrondmico. Assim, esta revisdo tem por finalidade levantar as recentes pesquisas sobre Bacillus subtilis
como bom agente de biocontrole.
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Biological control mediated by Bacillus subtilis

Abstract - The utilization of microorganisms for biological control of plant diseases has been studied in the world. In
this context, prokaryotes use good antagonistic agents against pathogens have if shown a growing and intelligent
alternative in the integrated management of diseases. Additionally, many studies have been realized with Bacillus
subtilis, bacterium natural inhabitant of the soil. The bacterium can colonize all of the vegetative organs of the plant,
being found as phylloplane resident, endophytic and rhizobacteria, confirming it ample spectrum for the agronomic use.
Therefore, this review has for purpose to lift the recent researches with Bacillus subtilis, as a good biocontrol agent.
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INTRODUCAO

No atual estado de arte, o controle bioldgico por microrganismos apresenta-se como alternativa
inteligente para a reducdo ou elimina¢do do uso de agroquimicos no controle de fitopatogenos. A
diversidade de microrganismos, bem como suas relagdes antagonicas, surgem como ferramentas
importantes para o controle biologico aplicado. Particularmente para bactérias, muitos trabalhos
vém sendo realizados para elucidar as interagdes entre antagonista-patogeno-hospedeiro
(ROMEIRO et al., 2005; HALFELD-VIEIRA et al., 2006; RYAN et al., 2008), com o objetivo de
estreitar o entendimento entre a ecologia € os mecanismos de a¢ao que permeiam essas interagoes.

Os géneros de bactérias antagonistas de maior prevaléncia sdo as Pseudomonas do grupo
fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), Bacillus spp., Streptomyces spp. € representantes da
familia Enterobacteriaceae (CAMPOS SILVA et al., 2008). Em especial, o género Bacillus spp. se
destaca por formar endosporo e apresentar uma multiplicidade de mecanismos antagonicos.
Possibilitando dessa forma, a sua longa manutencdo e sobrevivéncia em nichos ecoldgicos
especificos, com grande versatilidade nos mecanismos de acdo para driblar as defesas dos
fitopatogenos.

No tocante a espécie B. subtilis, a mesma mostra-se como excelente agente de biocontrole,
podendo ser encontrado como PGPR (rizobactérias promotoras de crescimento em plantas),
bactérias epifiticas e endofiticas (GUPTA et al., 2000; ONGENA et al., 2005). Com isso, esta
revisdo tem por objetivo discutir as possibilidades do uso do B. subtilis como agente de biocontrole
em doengas agrondmicas.

REVISAO DE LITERATURA

Ecologia de Bacillus subtilis

No contexto ecologico, populagdes de B. subtilis t€m como habitat natural o solo, o mesmo que
abriga uma complexa comunidade bioldgica, da qual microrganismos procariotos € eucariotos
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constituem maioria, tanto em nimero quanto em diversidade. No entanto, aquele procarioto pode
ocupar nichos ecologicos distintos em associagdo com plantas, estabelecendo-se na rizosfera,
rizoplano, filoplano e nos tecidos internos, onde se multiplicam, sobrevivem e se protegem da acdo
antagonistica do restante da microflora autéctone (ONGENA et al., 2005; CAMPOS SILVA et al.,
2008).

De forma geral, condi¢cdes desfavoraveis, a exemplo de variacdes drasticas dos parametros
fisico-quimicos do meio circundante (temperatura, osmolaridade ou a disponibilidade de fontes de
carbono), condicionam a célula bacteriana a entrar em estadio de letargia, de crescimento lento ou
de fase estacionaria. Neste caso, as células ensaiam respostas adaptativas que vao desde o
desenvolvimento de motilidade ou competéncia para a transformacao genética por DNA exogeno, €
at¢ mesmo a produgdo de antibidticos ou de enzimas degradativas extracelulares (STRAGIER &
LOSICK, 1996). Em se tratando da escassez de nutrientes, as células se dispdem de informacgdes
sensoriais que as direcionam para a formag¢do de endosporo (Figura 1), o que ocasiona a paralisa¢ao
do ciclo de crescimento e divisdo celular.

O endodsporo € extremamente resistente a agressdes exdgenas, podendo permanecer intacto por
milhdes de anos (CANO et al., 1995). Sendo, portanto, muito importante para a sobrevivéncia das
populagdes de B. subtilis (STRAGIER & LOSICK, 1996; HENRIQUES et al., 2000), quando estas
sdo expostas a condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Ciclo de formagéao de enddsporo de

Bacillus subtilis

Figura 1. Representagdo esquematica da formagao de endosporo em uma célula da bactéria B.
subtilis quando as condi¢des nutricionais sdao limitantes. 1) Célula em condi¢des normais; 2)
Condensagao e alinhamento do DNA no centro da célula; 3) Invaginacdo celular e inicio da divisao
do DNA em dois componentes; 4) Separagdo do DNA em dois componentes e formagao do pré-
endosporo; 5) Crescimento da por¢do maior da célula que engolfa o pré-endosporo; 6)
Envolvimento do pré-enddsporo por duas camadas de membrana e degradacdo do DNA; 7)
Formacao externa de um revestimento protéico e maturagao do enddsporo; 8) Formagdo de uma
camada adicional denominada de exospodrica; 9) Endosporo maduro, resistente as condigdes
ambientais; 10) Destrui¢ao da célula bacteriana por enzimas liticas e liberagdo do enddsporo e 11)
Endésporo maduro.

Bacillus subtilis como agente de biocontrole

Bacillus subtilis tem sido usado comercialmente para o biocontrole de enfermidades de plantas,
assim como para aumentar a produtividade de culturas (NGUGIA et al., 2005; YAO et al., 2006).
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Como e porque esse biocontrole ¢ exercido ¢ ainda um tema que carece de maiores estudos.

O efeito in situ pela exposicdo de células vivas de B. subtilis pode ocasionar a promogao de
crescimento e/ou o biocontrole (HAMMAMI et al., 2009). Este ultimo podendo ser de natureza
direta ou indireta (RYU et al., 2004; ONGENA et al., 2007; LEELASUPHAKUL et al., 2008). O
antagonismo direto exercido contra fitopatdgenos tem o envolvimento dos conhecidos mecanismos
de antibiose, como a sintese de substancias antimicrobianas, a competi¢do por espaco e nutrientes e
a sintese de compostos volateis (LEELASUPHAKUL et al., 2008). O mecanismo indireto ¢
exercido pelo fendmeno de resisténcia sistémica induzida (ISR) (Figura 2).

Em face as putativas vantagens proporcionadas pelo uso de B. subtilis em plantas, alguns
bioformulados levam em sua rotulagem a caracteristica de amplo espectro contra fitopatdogenos,
além do efeito adicional de promotor de crescimento.

B. subtilis
(ELICIADOR)

B. subtilis
(ELICTADOR)

SINTESE DE COMPONENTES DE
RESISTENCIA DINAMICA

Figura 2. Diagrama esquematico do fendmeno de resisténcia sistémica induzida (ISR), ocasionada
pelo agente de biocontrole B. subtilis. Este ao entrar em contato com o tecido da planta incita a
geragao de sinais bioquimicos celulares, que estimulam o aumento da concentracdo de &cido
jasmonico (AJ) e etileno (ET). Em seguida, ocorre a transcri¢do de genes de defesa responsaveis
pela expressao de proteinas relacionadas a patogénese (PRPs).

O fendmeno de resisténcia sistémica induzida (ISR)

A resisténcia natural de plantas constitui-se na habilidade de prevenir ou retardar o
estabelecimento dos microrganismos fitopatogénicos em seus tecidos, num processo altamente
dindmico, coordenado e dependente da existéncia de mecanismos constitutivos e/ou, pds-formados
(KIRALY et al.,, 1997; ALVES, 2007). As defesas pos-formadas podem ser acionadas por
exposi¢do a agentes indutores, que funcionam como eliciadores da resposta de defesa
(CHOUDHARY et al., 2007). Dos mecanismos bioquimicos pos-formados, dois se destacam por
apresentarem amplo espectro de acdo, a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia
sistémica induzida (ISR), que podem ser ativadas por microrganismos (PIETERSE & VAN LOON,
2004; CHOUDHARY et al., 2007). Ambas sao reguladas pela proteina NPR1, onde se cruzam na
rota de sinaliza¢do (Figura 3) (PIETERSE & VAN LOON, 2004; CHOUDHARY et al., 2007). No
entanto, as rotas de sinalizacdo sdo distintas, pois SAR ¢ governada pela rota do acido salicilico
(AS) e ISR pela rota do 4cido jasmonico (JA) e etileno (ET). .

Pela otica da resisténcia sistémica, a ISR pode ser ativada por agentes de biocontrole e/ou
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substancias sintetizadas pelos mesmos, desempenhando amplo espectro de agdo contra patdogenos
(PIETERSE & VAN LOON, 2004; ROMEIRO, et al.,, 2005). Neste contexto, moléculas
sintetizadas por B. subtilis podem atuar como eliciadoras da ISR, proporcionando a sistemicidade
da resposta de defesa contra patogenos (RYU et al., 2004; ONGENA et al., 2007). Como exemplo,
ONGENA et al. (2007) estudaram a sintese de lipopeptideos da familia das surfactinas e
fengicinas, pelo isolado 168 de B. subtilis, que atuava no processo de ativacao da ISR em plantas de
feijdo e tomate. Isso abre possibilidades para a investigagdo de novas moléculas, ou de um
complexo, que estejam envolvidos na expressdo de genes de defesa em plantas.

E salutar destacarmos que compostos volateis também podem levar a planta ao “estado de
inducdo”. Isso foi observado em plantas de Arabidopsis expostas a compostos volateis sintetizados
pelo isolado GBO3 de B. subtilis, contra o patdogeno Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (RYU et al., 2004). Isso nos permite ampliar as pesquisas com substancias volateis,
sintetizadas por bactérias antagdnicas envolvidas que desencadeiam a ISR.

Patogeno Bacillus subftilis
SA JA
ET

'NPRI1

-

Atua em priming na
expressio dos genes de defesa

SAR ISR

Figura 3. Representacdo esquematica das rotas de sinalizacdo desencadeada por patdgenos e B.
subtilis ou agentes de biocontrole. O patdgeno atua desencadeando a biossintese do acido salicilico
(AS), que ird promover a resisténcia sistémica adquirida (SAR). Em contra partida, a bactéria inicia
a biossintese de acido jasmoénico (JA) e etileno (ET) que ird promover a resisténcia sistémica
induzida (ISR). Ambas as rotas de sinaliza¢ao sao governadas pela proteina NPR1.

Sintese de metabolitos

Bactérias antagbnicas, como B. subtilis, de modo geral agem significativamente por antibiose e,
ocasionalmente, por parasitismo e competicdo. Microrganismos que agem por antibiose, geralmente
tém amplo espectro de acdo, de forma que na inibicdo dos fungos a producao de substancias toxicas
¢ mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de a¢ao envolvido (KUPPER et al., 2003).

Isolados de B. subtilis produzem uma grande variedade de metabdlitos antifungicos, entre os
quais se encontram lipopeptideos das familias da surfactina, iturina e fengicina. Estes peptideos sdo
compostos ciclicos de sete ou dez a-aminodcidos ligados a um tUnico B-amino (iturinas) ou [-
hidroxi (surfactinas e fengicinas) dcido graxo. O comprimento desta cadeia de acidos graxos pode
variar de C13 a C16 para surfactinas, de C14 a C17 para iturinas e de C14 a CI18, no caso de
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fengicinas (ONGENA et al., 2005).

Embora estruturalmente semelhantes, surfactinas, iturinas e fengicinas diferem em alguns
aspectos bioldgicos em relagdo a sua atividade. Como exemplo, iturinas e fengicinas exibem uma
forte atividade antifingica e sdo inibitérios para o crescimento de uma ampla gama de
fitopatogenos. No tocante a surfactinas, as mesmas nao sao per si fungitdxicas, mas exercem algum
efeito sinergistico antifungico, quando em companhia da iturina A (MAGET-DANA et al., 1992).
Em se tratando de fitobactérias, as surfactinas apresentam baixas propriedades antibacterianas, caso
contrario, observado para iturinas que podem exercer papel inibitorio sob bactérias Gram-positivas.

BAIS et al. (2004) visando determinar o papel da surfactina no biocontrole de Pseudomonas
syringae em Arabdopsis por B. subtilis, testaram uma estirpe mutante, M1, com uma delecao do
gene surfactina sintase e, portanto, deficiente na producdo de surfactina. O B. subtilis M1 foi
ineficaz como agente de biocontrole e também ineficiente na formagdo de biofilme na superficie das
raizes. Com base nessas observagdes os autores aferiram que a atividade antagonica, bem como, a
capacidade de formar biofilme esta diretamente envolvida com a sintese de surfactina.

Dados recentes revelam que B. subtilis é capaz de produzir substancias volateis com atividade
antifingica. No entanto, muitas dessas substancias volateis produzidas por este microrganismo sao
ainda desconhecidas (KAI et al. 2007). CHEN et al. (2008) encontraram 14 compostos volateis de
B. subtilis, identificados através da cromatografia gasosa de espectro de massa (CG-MS), com
aparente fonte de compostos bioativos. A natureza antifiingica de alguns dos compostos, tais como
2-etil-hexanol, 2,4-bis (2-metilpropil)fenol, 4-hidroxibenzaldeido e 2-nonanona, foi também
demonstrada em outros patossistemas (WANG et al. 2004, ALMENAR et al. 2007).

Promocao de crescimento em plantas

A promogao de crescimento ocasionada por B. subtilis € consequéncia do aumento da fixagado de
nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes, sintese de fitormonios e melhoria das condi¢des do solo.
Além dos beneficios indiretos pela supressao deste ambiente contra microrganismos maléficos
(MANJULA & PODILE, 2005). Adicionalmente, a associagdo benéfica proporciona o aumento
fisiologico de metabolitos que desencadeiam a sensibilidade do sistema radicular as condigdes
externas, proporcionando a facilitacdo da percepcdo e absor¢do de nutrientes (MANJULA &
PODILE, 2005). Isolados de B. subtilis também tém a capacidade de conduzir a regulacao hormonal
de plantas, como relatado por TSAVKELOVA et al. (2006) e PERSELLO-CARTIEAUX et al.
(2003), governando assim, o controle do crescimento radicular pela sintese de auxina, giberelina e
citocinina.

A promogdo de crescimento, proporcionada por B. subitilis, pode levar a semente a rapida
germinagdo. Isso foi constatado em estudos realizados por MANJULA & PODILE (2005), estes
trataram sementes de feijdo guandu com formulacdo a base de B. subtilis AF1 em turfa
suplementada com quitina. Assim verificaram que houve um aumento da emergéncia e peso seco
das mudas de 29 a 33%. Em estudo conduzido por ARAUJO (2008), sementes de algoddo, milho e
soja expostas ao tratamento com bioformulado a base de B. subtilis PRBS1 tiveram incremento na
emergéncia das plantulas. Desta maneira, ¢ salutar que o rapido desenvolvimento da plantula
condiciona a mesma a alcangar mais rapidamente o estadio adulto, permanecendo menos tempo no
campo, o que favorece o escape contra patdogenos presentes no solo e no ambiente externo. Além
disso, promove maior resisténcia a condigdes abiodticas adversas por apresentar-se nutricionalmente
balanceada.

O sucesso do B. subtilis na promogao de crescimento de plantas estd intrinsecamente relacionada
com as caracteristicas bioldgicas deste microrganismo, que apresenta facilidades para a manutencao
de sua viabilidade em bioformulados. Assim, a potencialidade para o incremento da produtividade,
bem como a reducao de doencas, tem se tornado evidente para essa espécie de Bacillus. Haja vista,
os inumeros trabalhos para se chegar a luz dos mecanismos benéficos como promogdo de
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crescimento e biocontrole.

Produtos comerciais

As pesquisas com biocontrole de microrganismos, em especial procariotos, sdo relativamente
recentes. A primeira bactéria, Agrobacterium radiobacter isolado K84, foi registrada na U. S.
Environmental Protection Agency (USEPA) para o controle da galha-da-coroa em 1979 (FRAVEL,
2005). Atualmente, 14 bactérias e 12 fungos sdo registrados na USEPA para o controle das
enfermidades em plantas. A maioria destes microrganismos sdo atualmente comercializados em
bioprodutos. Neste contexto, inimeros bioprodutos comerciais a base de B. subtilis estdo
registrados pela USEPA (Tabela 1), sendo indicados para diversas culturas, tais como: algodao,
tomate, soja, amendoim, milho hortaligas, culturas produtoras de graos e etc. A despeito disso, no
Brasil ainda ndo ha nenhum produto comercialmente registrado com B. subtilis. Mas, o produto
comercial Serenade® da Agraquest encontra-se em fase de registro para sua comercializagdo no

Brasil.

Tabela 1. Produtos a base de Bacillus subtilis registrados pela Environmental Protection Agency.

Microrganismo

Produtos

B. subtilis GB03

Kodiak - Concentrate biological fungicide

Companion Dry - Concentrate biological fungicide

Kodiak - Flowable biological fungicide
Kodiak - HB Biological fungicide

Companion

B. subtilis MBI 600

Premier Pro Mix with Biofungicide
Subtilex - Biological fungicide
Histick N/T

Subtilex L — Biological fungicide

B. subtilis QST 713

Rhapsody AS

Serenade (R) Max (TM)

Serenade AS

Serenade ASO

Serenade — Biofungicide wettable powder
Serenade Garden

Serenade

Rhapsody ASO

B. subtilis FZB24

Taegro

Tae-Technical

Embora a busca por alternativas para o controle das fitomoléstias esteja em franca ascensao, ha
muitos entraves para que o produto final chegue ao consumidor, devido a problemas burocraticos e
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legislativos. No entanto, vem ocorrendo um aumento na participacdo de empresas com interesse de
produzir e comercializar produtos advindos de microrganismos que respeitem o meio ambiente, a
saude humana e dos animais.

CONCLUSOES

Atualmente, estudos importantes tém mostrado o uso de B. subtilis como agente de biocontrole e,
ou, promotor de crescimento em plantas. A capacidade de ocupar eficientemente nichos distintos e
apresentar uma notoria versatilidade fisiologica, o faz bactéria impar para estudos futuros. Com os
avangos nos estudos dos metabolicos a caracterizacao de substancias com potenciais agrondomicos
podem nos trazer a luz do entendimento das interagdes B. subtilis-planta, calcado na formulacdo de
bioprodutos eficientes no controle de doencas ou crescimento de plantas. Assim, obtendo-se
formulados mais estaveis, com maior viabilidade para uso.

Notadamente, a presente revisdo apresentou algumas caracteristicas que envolvem essa espécie
de Bacillus. no controle de doengas, bem como, na promog¢do de crescimento em plantas.
Atualmente, bioprodutos a base de B. subtilis mostram-se efetivos na reducao de enfermidades no
campo, além de menos agressivos ao meio ambiente. Assim, pautando na principal tendéncia
mundial, que visa estudos com microrganismos no controle de doencas, almejando a redugdo
dréstica de produtos quimicos que causam disturbios ambientais importantes.
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