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Resumo

Para atender a crescente demanda mundial por alimentos livres de residuos quimicos, muitos microrganismos vém
sendo utilizados como agentes de biocontrole de importantes fitopatdgenos e pragas em culturas importantes
comercialmente. O género Bacillus é amplamente utilizado para este fim, assim, objetivou-se neste artigo concentrar
as principais atualizacbes sobre o género, levando em consideracdo aspectos bioldgicos, taxondmicos, genéticos e as
aplicabilidades e potencialidades desse grupo de procariotos em ac¢des de manejo bioldgico de outros organismos. As
pesquisas demonstram grande versatilidade do género Bacillus com a capacidade de ocupar diferentes nichos, dentre
eles: solo, forragem, &gua e alimentos; além de possuir muitas caracteristicas que definem um bom agente de controle
bioldgico, sendo também, amplamente aplicadas no manejo de fitonematoides. Com 0s avangos tecnolégicos, por
meio de estudos de biologia molecular, ficou evidente a possibilidade de uso do género Bacillus no manejo bioldgico,
sendo, portanto, foco de importantes pesquisas cientificas.

Palavras-chave: Biocontrole; Bactéria; Fitopatologia; Manejo bioldgico.

Abstract

To meet the growing world demand for food free of chemical residues, many microorganisms have been used as
biocontrol agents for important phytopathogens and pests in important commercial crops. The genus Bacillus is
widely used for this purpose, so the objective of this article was to concentrate the main updates on the genus,
considering biological, taxonomic, genetic aspects and the applicability and potential of this group of prokaryotes in
biological management actions of other organisms. The research demonstrates great versatility of the Bacillus genus
with the capacity to occupy different niches, among them: soil, forage, water, and food; in addition to having many
characteristics that define a good biological control agent, they are also widely applied in the management of
phytomatomatoids. With technological advances, through studies of molecular biology, it became evident the
possibility of using the genus Bacillus in biological management, thus being the focus of important scientific research.
Keywords: Biocontrol; Bacterium; Phytopathology; Biological management.

Resumen

Para satisfacer la creciente demanda mundial de alimentos libres de residuos quimicos, se han utilizado muchos
microorganismos como agentes de control biolégico de importantes fitopatégenos y plagas en importantes cultivos
comerciales. El género Bacillus es ampliamente utilizado para este fin, por lo que el objetivo de este articulo fue
concentrar las principales actualizaciones sobre el género, teniendo en cuenta los aspectos biolégicos, taxonémicos,
genéticos y la aplicabilidad y potencialidad de este grupo de procariotas en acciones de manejo bioldgico de otros
organismos. Las investigaciones demuestran una gran versatilidad del género Bacillus con la capacidad de ocupar
diferentes nichos, entre ellos: suelo, forraje, agua y alimento; ademas de tener muchas caracteristicas que definen un
buen agente de control biolégico, también se aplican ampliamente en el manejo de fitomatoides. Con los avances
tecnoldgicos, a través de estudios de biologia molecular, se hizo evidente la posibilidad de utilizar el género Bacillus
en el manejo bioldgico, siendo asi el foco de importantes investigaciones cientificas.

Palabras clave: Biocontrol; Bacteria; Fitopatologia; Manejo bioldgico.
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1. Introducéo

As interacBes entre microrganismos compartilhando um mesmo nicho ecoldgico revestem-se de caracteristicas
fundamentalmente competitivas. As praticas de controle biolégico que visam a protecdo direta das plantas envolvem a
utilizacdo de um microrganismo antagonista no sitio de infeccdo antes ou apds a ocorréncia do processo infectivo (Romeiro,
2007). Os mecanismos utilizados pelos organismos biocontroladores sdo: (a) o enfraquecimento ou a eliminagédo dos patdgenos
de plantas, por meio de um antagonismo direto; (b) a producdo de antibiéticos (toxinas) que agem sobre os patégenos; (c) a
alta habilidade competitiva por espacgo e nutriente para a sobrevivéncia quando na presenca de um outro microrganismo; (d) a
producdo de enzimas que degradam os componentes celulares dos patégenos; (e) a inducdo dos mecanismos de respostas de
defesa em plantas, em um processo conhecido como inducéo de resisténcia e, possivelmente, outros (Tuzun, 2001).

Embora muitos microrganismos se mostrem eficientes agentes de biocontrole de importantes fitopatdgenos e pragas
em culturas importantes comercialmente, em condicfes de laboratério, casa-de-vegetacdo e até mesmo, no campo, poucas
cepas desses microrganismos sdo realmente registradas, liberadas para o uso e disponiveis comercialmente. Mesmo com esse
entrave, é esperado que a utilizacdo do controle bioldgico encontre cada vez mais espaco entre os produtores e que essa medida
de manejo seja uma prética corriqueira entre os sistemas de produgéo agricola que caminham para atender a crescente demanda
mundial por alimentos livres de residuos quimicos, produzidos de forma a preservar o equilibrio do agroecossistema, a salde
do homem e dos animais. Uma vez que essas cepas podem apresentar variagcBes genéticas dos mais diversos tipos, uma
categorizacao e correto entendimento desses organismos se faz necessario, a exemplo das bactérias do género Bacillus. Tais
organismos j& foram encontrados e descritos em diferentes nichos, sendo ampla a sua utiliza¢do e aplicabilidade para fins de
controle bioldgico.

Nesse sentido, este artigo tem por objetivo concentrar as principais atualizagdes sobre género, levando em
consideracao aspectos bioldgicos, taxondémicos, genéticos e as aplicabilidades e potencialidades desse grupo de procariotos em
acOes de manejo biolégico de outros organismos.

2. Metodologia

Este trabalho de pesquisa fundamental, de perfil exploratério e de natureza qualitativa, p6-se a descrever sobre o tema
a partir de opinides, impressdes e pontos de vistas obtidos a partir dos instrumentos de coleta de dados, 0 que trouxe
informacdes acerca dos fatores impulsionadores observados no campo de estudo investigado (Estrela, 2018).

O trabalho foi desenvolvido por método de levantamento de dados (artigos) para a construgdo de uma revisdo de
literatura. Os critérios de anélises seguiram os parametros de inclusdo e exclusdo, conforme descritos a seguir:

Critérios de inclusdo: artigos completos em inglés e/ou portugués, indexados nas plataformas de
pesquisa Scielo, Portal de Periddicos da CAPES, Web of Science, Science Directe Google Scholar, publicados sobre a
temaética, independente do periodo ou época de publicagdo; trabalhos cujo as palavras-chaves constantes no titulo ou nos
termos de indexagdo fossem: Biocontrole; bactéria; fitopatologia; manejo biolégico; Bacillus.

Critérios de exclusdo: trabalhos incompletos ou ndo disponibilizados na integra (open access negado); pesquisas sem

embasamento tedrico coerente com a area, apresentando com metodologia difusa ou sem clareza; trabalhos néo indexados.

3. Resultados e Discussao
3.1 Definicbes

Os termos ‘controle bioldgico’ e sua abreviagdo ‘biocontrole’, tém sido utilizados em diferentes areas da biologia,

especialmente, na entomologia e fitopatologia. Na entomologia, 0 termo é aplicado para descrever a utilizagdo de insetos
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predadores, nematoides entomopatogénicos ou agentes microbianos utilizados para diminuir populacGes de diferentes pragas
(Pal & Gardener, 2006). Em fitopatologia, os termos sdo utilizados para designar microrganismos antagonistas que controlam
doencas em plantas, bem como aqueles microrganismos patogénicos que s&o aplicados no controle de populagdes de plantas
daninhas. Nas duas areas, 0 organismo que suprime ou controla pragas ou patogenos, respectivamente, é designado como
agente de controle biol6gico.

De maneira mais abrangente, o termo ‘controle biologico’ é utilizado para se referir a utilizagdo de produtos naturais
extraidos ou fermentados a partir de varias fontes biol6gicas. Essas formulagcdes podem ser misturas simples de ingredientes
naturais com atividades especificas ou, complexas misturas com efeitos multiplos no hospedeiro e na praga ou patégeno alvo.
Sendo que essas misturas tém a capacidade de minimizar a atividade de organismos vivos, estas sdo referidas como
‘biopesticidas’ ou ainda, ‘biofertilizantes’, dependendo do beneficio priméario promovido sobre a planta hospedeira.

As vérias definicbes encontradas na literatura especializada sobre o tema podem ser controversas. Por exemplo, o
United States National Research Council, leva em consideragdo todo o desenvolvimento biotecnoldgico das Gltimas décadas e
se refere ao controle bioldgico como “a utilizagdo de organismos naturais ou modificados, genes ou produtos de genes que
reduzem os efeitos de organismos indesejaveis, favorecendo cultivos de importancia agricola, insetos benéficos e
microrganismos”. Entretanto, essa defini¢cdo gera uma série de debates entre os pesquisadores da area que, frequentemente, a
consideram ampla demais (US Congresss, 1995).

As defini¢cdes de biocontrole diferem quanto ao alvo a ser controlado, nimero, tipo e fonte do agente biolégico e
também quanto ao grau e momento de intervencdo humana. De modo mais abrangente, o controle bioldgico trata da supressao
de uma atividade danosa, gerada por um organismo, por outro ou outros organismos, frequentemente denominados ‘inimigos
naturais’. As plantas, geralmente, respondem a aplicacao de agentes de controle biologico, patogénicos ou ndo, com a ativagao
dos seus mecanismos de defesa. Essa inducdo da resisténcia do hospedeiro pode ser considerada uma forma de controle
bioldgico. Assim, de forma mais precisa, o controle biolégico se refere a utilizagdo intencional de organismos vivos, residentes
ou ndo do local de acdo, para suprimir as atividades e populagdes de um ou mais fitopatdgenos. Isso pode envolver a utilizagao
de inoculantes microbianos que suprimem um (nico tipo ou classe de doenca em plantas ou ainda, pode envolver o manejo do
solo para a promocdo da atividade combinada de microrganismos nativos com plantas, 0 que contribui para a supressdo geral
de doencas.

Varios microrganismos sdo utilizados na perspectiva do controle bioldgico e dentre as espécies microbianas com esse
potencial, encontramos fungos e bactérias. Com relacdo aos agentes bacterianos biocontroladores, merecem destaque
diferentes espécies do género Bacillus por serem as mais utilizadas. Aspectos gerais sobre a biologia, morfologia, fisiologia e

genética das principais espécies do género, bem como seus usos e aplicagdes serdo melhor exploradas a seguir.

3.2 O género Bacillus

Uma das primeiras bactérias a ser descrita na literatura foi a espécie Vibrio subtilis por Ehrenberg em 1835. Em 1872,
Corn renomeou 0 organismo, denominando-o Bacillus subtilis (Gordon, 1981). A partir dai, tal organismo passou a ser
considerado a espécie-tipo de um género amplo e extremamente diverso, fazendo parte da familia Bacillaceae (Slepecky &
Hemphill, 2006). A principal caracteristica dessa familia é a producdo de enddsporos circulares, ovalados (elipsoides) ou
cilindricos, estruturas com alto indice de refracdo quando expostas a luz, formadas no interior da célula bacteriana. Os
endosporos foram inicialmente descritos por Cohn na espécie B. subtilis, sendo apés, descritos novamente por Koch na espécie
B. anthracis (Unica espécie de importancia para vertebrados no género). Cohn demonstrou a resisténcia dos enddsporos ao
calor, enquanto Koch foi o primeiro a descrever o ciclo de formagdo do endésporo em uma célula bacteriana e a formacéo de

uma nova célula a partir do enddésporo formado (Keynan & Sandler, 1983). Por conta da descoberta da resisténcia nao usual do
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endosporo, somada as demonstragdes de Koch e a importancia da espécie B. anthracis, o género despertou o interesse de

pesquisadores e se configurou como uma das espécies bacterianas mais estudadas, inclusive nos dias de hoje (Figura 1).

Figura 1. Micrografia obtida por contraste de fases da bactéria Bacillus megaterium formando enddsporos (estruturas em

refracdo no interior das células).

Fonte: Extraido de Kleynan e Sandler (1983). Barra: 5 um.

Bactérias do género Bacillus ja foram isoladas de diferentes habitats e aquelas que apresentam maior importancia
econdmica ou ecoldgica estdo disponiveis na Tabela 1. O aquecimento do inéculo, quando cultivado em diferentes
temperaturas, concentracGes de ion hidrogénio, graus de aeracédo e substratos, resultou no isolamento de diferentes espécies
formadoras de enddsporos. Os principais meios de cultivo utilizados para o isolamento das diferentes espécies de Bacillus
estdo listados na Tabela 2.

Desde a descricdo, a habilidade de produzir enddsporos tem sido utilizada como a primeira caracteristica para a
diferenciacdo do género. A familia Bacillaceae foi primeiramente organizada por Fisher em 1895 (Gordon, 1981). As
caracteristicas das espécies que constituem o género Bacillus que as distinguem dos demais membros dessa familia (todos
formadores de enddsporos), sdo a sua natureza aerdbica estrita ou facultativa, o formato baciliforme e a producdo de catalase.
Os outros géneros que compde a familia incluem os Sporolactobacillus, que sdo microaerofilicos e ndo produzem catalase, 0s
Clostridium, anaerobicos e ndo redutores do ion sulfato, as Sporosarcinas, que tém formato de cocos e 0s

Thermoactinomycetes, que sdo bactérias filamentosas, portanto, de morfologia completamente diferente do género Bacillus.
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Tabela 1. Habitats mais comuns das diferentes espécies do género Bacillus.

Nome da espécie

Habitats dos quais foram isoladas

. subtilis

. acidocaldarius
. alcadolophilus
alvei

. amylolyticus

. anthracis

. azotoformans
badius

cereus

. circulans

. coagulans

. fastidiosus
firmus

. globisporus

. insolitus
larvae

. laterosporus
lautus

. lentimorbus
lentus

. licheniformes

. macerans

. macquariensis
marinus

. megaterium

. mycoides
pabuli

. pantothenicus
. pasteurii

. popilliae

. psychrophilus
pumilus

. schlegelii

. sphaericus

. stearotermophilus
. thermoglucosidasius
. thurigiensis

. validus

Solo, agua

Agua termal 4cida e solo

Solos enriquecidos e altamente alcalinos (pH 10)
Solo, larvas parasitas de abelhas
Solo

Animais parasitados pela bactéria
Solo

Fezes, solo, fontes marinhas
Solo, alimentos

Solo

Alimentos &acidos

Solo, cama de frango

Solo, regiGes salinas

Solo, dgua

Solo

Larvas parasitas de abelhas

Solo, agua

Solo, fezes

Larvas encontradas em mel produzido por abelhas
Solo, alimentos

Solo

Plantas, alimentos

Solo subantértico

Sedimento marinho

Solo

Solo

Solo, forragem

Solo

Solo, agua, esgoto

Patogénica a besouros

Solo, agua

Solo

Sedimentos encontrados em lagos
Solo, sedimentos aquaticos, alimentos
Solo, alimentos

Solo

Solo, alimentos

Solo

Fonte: Adaptada de Claus e Berkeley (1986); Slepecky e Hemphill (2006).
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Tabela 2. Principais meios de cultivo estabelecidos e utilizados para o isolamento de diferentes espécies do género Bacillus.

Espécie Meio de cultivo

B. acidocaldarius Parte A: (NH4)2SO4, 0,4 g; MgSO4, 1,0 g; CaCl, 2H,0, 0,5 g; KH2PO4, 6,0 g; 1
L de agua destilada; pH ajustado para 4,0
Parte B: dextrose, 2,0 g; extrato de levedura, 2,0 g; 1 L de agua destilada
Juncdo da parte A com a parte B depois da esterilizacao

B. alcalophilus Parte A: dextrose, 1,0 g; peptona, 5,0 g; extrato de levedura, 5,0 g; KH2POy,
10,0 g; MgSQ4 7H20, 0,2 g; 900 mL de agua destilada
Parte B: Na,CO3; 10H,0, 20,0 g; 100 mL de agua destilada
Juncdo da parte A com a parte B depois da esterilizacdo (pH final: 10,5)

B. brevis K2HPQO4, 0,2 g; MgSO. 7H,0, 0,02 g; NaCl, 0,02 g; FeSO. 7H;0, 0,01 g;
MnSO4 H20, 0,01 g; betaina HCI ou valina, 0,05 M; agar, 16,0 g; 1 L de agua
destilada

B. fastidiosus K2HPO4, 0,8 g; KH2PO4, 0,2 g; MgSO,4 7H;0, 0,05 g; CaCl, 2H;0, 0,05 g;
FeSO. 7H,0, 0,015 g; MnSO4 H20, 0,01 g; &cido drico, 10,0 g; 1 L de &gua
destilada

B. lentus Peptona, 10,0 g; extrato de carne, 10,0 g; &gar, 15,0 g; adicionar 1 L de &gua

destilada e ajustar o pH para 7,0-7,5; apés esterilizacdo, adicionar 100 g de
ureia e aquecer por 10 min

B. licheniformis Peptona, 5,0 g; extrato de carne, 3,0 g; KNOs, 80,0 g; 1 L de &gua destilada;
ajustar o pH para 7,0; para criar condi¢cGes anaerdbicas, fechar o frasco com
um tampéo do tipo rolha

B. marinus Peptona, 5,0 g; extrato de levedura, 1,0 g; FePO4 4H,0, 0,01 g; &gar, 15,0 g;
agua do mar envelhecida (guardada), 750ml; 250 mL de agua destilada; ajustar
0 pH para 7.6

B. pantothenicus* Meio nutriente mais 4% (m/v) NaCl

B. pasteurii* Meio nutriente mais 2% (m/v) ureia

B. schlegelii Na;HPO4 2H,0, 4,5 g; KH2PO4, 1,5 g; NH4CI, 1,0 g; MgSO4 7H20, 0,2 g;

CaCl; 2H0, 0,01 g; citrato férrico de amodnia, 0,005 g; NaHCOs3, 0,5 g; 5 mL
de uma solugéo de microelementos (ZnSO4 7H-0, 0,1 g; MnCl; 4H,0, 0,03 g;
HsBOs, 0,3 g; CoCl, 6H,0, 0,02 g; CuCl, 2H20, 0,001 g; NiCl, 6H-0, 0,02 g;
Na;MoO; * 2H,0, 0,03 g; 1 L de agua destilada) Preparar a 65 °C, 0,05 atm O,
+ 0,01atm CO, + 0, 45 atm H»

B. stearothermophilus* Meio nutriente agar; incubacdo das culturas a 55 °C

*A maioria das espécies de Bacillus crescem bem em meio nutriente e meio nutriente agar.
Fonte: Baseado em Claus e Berkeley (1986).

3.2.1 Caracteristicas taxondmicas gerais das diferentes espécies do género Bacillus

Os primeiros 107 anos de estudo com Bacillus spp. e todas as principais descobertas ao longo desse periodo, estdo
relacionadas a R. E. Gordon (1981) que, juntamente com seus colaboradores, conseguiram informac@es significativas que
foram o alicerce para a atual classificacdo das espécies no género (Claus & Berkeley, 1986; Gordon et al., 1973; Smith et al.,
1946; 1952). Em um primeiro momento, a classificacdo desse grupo de bactérias era feita com base em apenas duas
caracteristicas: (i) crescimento aerdbico e (ii) formagdo de enddsporo. O resultado disso foi o agrupamento de espécies
bacterianas que apresentavam diferentes perfis fisioldégicos e que ocupavam diferentes habitats. Essa heterogeneidade
fisioldgica, ecoldgica e, consequentemente, genética, dificultou a categorizacdo do género e também, possiveis generalizagoes
deste.

A gama de caracteristicas fisioldgicas do género é expressiva, tendo em vista que dentre as espécies, existem bactérias
degradam a maioria dos substratos derivados tanto de plantas quanto de animais, isso inclui a celulose, amido, proteinas, agar,
hidrocarbonetos e outros. Ainda encontramos espécies produtoras de antibi6ticos, heterotréficas nitrificantes, desnitrificantes,
fixadoras de nitrogénio, precipitadoras de fons de ferro, capazes de oxidar o selénio, espécies oxidantes e redutoras do
manganés, quimiolitotrdficas facultativas, alcaltfilas, psicréfilas, termdfilas e outras (Claus & Berkeley, 1986; Norris et al.,

1981; Slepecky, 1972). Assim, por conta dessa alta diversidade encontrada entre as espécies do género, a classificagdo desses
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individuos baseada apenas na biologia da formacéo de esporos, geralmente, leva a equivocos (Norris et al., 1981; Slepecky,
1972; Slepecky & Leadbetter, 1977, 1984). Entretanto, sem dlvida nenhuma, a capacidade de produgdo de esporos,
apresentada pelas espécies do género, possibilitou que estas alcangassem os mais diversos habitats nos quais hoje elas sdo
encontradas (Tabela 1).

Atualmente, o género é composto por 145 espécies (Gordon, 1981). O entendimento dessas espécies cresceu de
maneira exponencial a partir do advento da biologia molecular, especificamente, a partir da utilizacdo de técnicas como
sequenciamento do DNA ribossomal e hibridizagdo DNA-DNA (Slepecky & Hemphill, 2006). A Gltima versdo do Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, publicada em 2012, contém 40 espécies reconhecidas. A Tabela 3, lista essas espécies, 0

conteildo GC de cada uma e codigo de identificacdo da espécie depositada em cole¢Ges importantes.

Tabela 3. Composi¢do basica do DNA e codigo de identificagdo em cole¢des importantes das diferentes cepas-tipo de espécies

do género Bacillus.

Contetido CG Cadigo de identificagdo da espécie em colecdes importantes
Espécie de Bacillus (mol%)

PFa DFb ATCC! DSM NCIB NCTC NRRL
acidocaldarius 60,3 62,3 27009 446 11725 NRS1607
alcalophilus 37,0 36,7 27647 485 10436 4553 B14309
alvei 44,6 46,2 6344 29 9371 6352 B383
amylolyticus ND¢ 53,0 3034 NRS290
anthracis 33,2 ND 14578 9388 10340
azotoformans ND 39,0 29788 1046 B14310
badius 43,8 43,5 14574 123 9364 10333 NRS663
bBrevis 47,3 47,4 8246 30 9372 2611 NRS604
cereus 35,7 36,2 14579 31 9373 2599 B3711
circulans 355 35,4 4513 11 9374 2610 B380
coagulans 47,1 445 7050 1 9365 10334 NRS609
fastidiosus 35,1 35,1 29604 91 11326
firmus 414 40,7 14575 12 9366 10335 NRS613
globisporus 39,8 39,7 23301 4 11434 NRS1533
Insolitus 35,9 36,1 23299 5 11433
Larvae ND 50,0 9545 B2605
laterosporus 40,2 40,5 64 25 9367 6357 NRS314
lautos ND 50-52 3035 NRS666
lentimorbus 37,7 ND 14707 2049 11202 B2522
lentus 36,3 36,4 10840 9 8773 4824 B396
licheniformis 46,4 44,7 14580 13 9375 10341 NRS1264
macerans 52,2 53,2 8244 24 9368 6355 B172
macquariensis 39,3 41,6 23464 2 9934 10419 B14306
marinus 37,6 38,0 29841 1297 B14321
megaterium 37,3 37,6 14581 32 9376 10342 B14308
mycoides 34,2 34,1 6462 2048 NRS273
pabuli ND 48-50 3036 NRS924
pantothenicus 36,9 36,8 14576 26 8775 8162 NRS1321
pasteurii 38,5 38,4 11859 33 8841 4822 NRS673
polymyxa 443 45,6 842 36 8158 10383 NRS1105
popilliae 41,3 ND 14706 2047 B2309
psychrophilus 39,7 40,5 23304 3 NRS1530
pumilus 41,9 40,7 7061 27 9369 10337 NRS272
schlegelii 64,6 66,3 46741 2000
sphaericus 37,3 37,1 14577 28 9370 10338
Subtilis 42,9 43,1 6051 10 3610 3610 NRS744
thermoglucosidasius 45-46 ND 43742 2542 B15516
thurigiensis 33,8 343 10792 2046 9134 NRS996
validus ND 53-54 3037 NRS1000

PF, contelido GC no ponto de fusdo;

®DF, contetdo GC em densidade de flutuagéo;

°ND, ndo determinado;

dATCC, American Type Culture Collection; DSM, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen; NCIB, National Collection of Industrial Bacteria; NCTC,
National Collection of Type Cultures; NRRL, Northern Regional Research Laboratory.

Fonte: Adaptado de Slepecky e Hemphill (2006).
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Existem hoje varias espécies validadas e publicadas como novas espécies do género Bacillus, contudo, estas sdo
geneticamente e fenotipicamente diferentes das demais espécies do género e, por isso, nao estdo descritas no Bergey’s Manual.
Essas espécies incluem a bactéria B. pulvifasciens (Nakamura, 1984); B. alginolyticus e B. chrondrotinus, duas espécies com
potencial de degradar algas (Nakamura, 1987); B. smithii (Nakamura et al., 1988); B. thermoleovorans, um organismo
termofilico obrigat6rio com capacidade de metabolizar hidrocarbonetos (Zarilla & Perry, 1987); B. benzoevorans, bactéria com
capacidade de metabolizar &cidos aromaticos e degradar moléculas de fenol (Pichinoty et al., 1984) e a bactéria B. gordonae,
organismo que degrada compostos aromaticos hidroxilados (Pichinothy et al., 1986).

A literatura contém inimeros experimentos realizados com isolados de Bacillus que ndo foram ainda corretamente
identificados como espécies do género, como, por exemplo, Bacillus sp. cepa SGI, um organismo manganés oxi-redutor
(Johannes et al., 1986; Rosson & Nealson, 1982); Bacillus sp. cepa C-59 e Bacillus sp. cepa N-6, ambos organismos
alcalofilicos com propriedades bioenergéticas incomuns (Kitada & Horikoshi, 1987; Kitada et al., 1989); Bacillus sp. cepa
Gx6638, um organismo estavel em altas temperaturas e condi¢des de alcalinidade, com capacidade de secretar uma serina-
protease (Durham et al., 1987); Bacillus sp. cepa MGA3, uma bactéria termofilica, com capacidade de metabolizar o metanol
e, a partir de mutacdes da cepa, produzir grandes quantidades do aminoacido lisina (Guettler & Hanson, 1988; Schendel et al.,
1989).

Quanto mais se aprofundam as pesquisas com o género Bacillus, mais se percebe o quéo diverso o género €. Hunger
& Claus (1981) muito antes dos avangos e inUmeras técnicas moleculares hoje disponiveis, j& demonstraram a grande
variabilidade que existe entre espécies do género e inclusive, entre cepas de uma mesma espécie. As pesquisas desses autores
mostraram que o conteddo GC, importante critério taxondmico em procariotos, varia de 36 a 45% entre as cepas de B.
megaterium. Dessa forma, a forma mais precisa para a classificacdo desses organismos se da pelo sequenciamento do RNA

ribossomal das espécies (Slepcky & Hemphill, 2006).

3.2.2 Sequenciamento do RNA ribossomal em Bacillus spp.

A técnica mais efetiva utilizada para a taxonomia de microrganismos procariotos é o sequenciamento da regido 16S
do RNA ribossomal (RNAr). O RNAr é o componente primario dos ribossomos das bactérias e essa molécula é transcrita a
partir do DNA bacteriano, assim como todo RNA. A regido 16S é um componente da subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos e se caracteriza por ser uma regido altamente preservada e com baixas taxas de evolucdo, por isso, amplamente
utilizada para a reconstrucéo filogenética das espécies (Fox et al., 1977; Stackebrandt & Woese, 1979). Inicialmente, a
utilizacdo do sequenciamento da regido 16S como critério taxondmico, encontrou resisténcia entre os taxonomistas
tradicionais, pois foi verificado que as espécies do género Bacillus estavam filogeneticamente correlacionadas com outras
bactérias, mas essas Ultimas, ndo sdo formadoras de enddsporos. Os primeiros estudos utilizando essa técnica molecular
mostraram que as varias espécies de Bacillus apresentam alta correlagdo com as espécies Planococcus, Sporosarcina,
Staphylococcus e Thermoactinomycetes (Stackebrandt et al., 1987; Stackebrandt & Woese, 1981). Pesquisas mais recentes
mostraram que a espécie B. subtilis e outras espécies formadoras de enddsporos elipsoides, B. cereus, B. megaterium e B.
pumilus, formam um grupo filogenético altamente correlacionado, enquanto as espécies formadoras de enddsporos
arredondados, B. sphaericus, B. glibisporus e B. aminovovorans, ndo. Além disso, esse Ultimo grupo é filogeneticamente
correlacionado com organismos néo esporogénicos (Slepcky & Hemphill, 2006).

Atualmente, 0 sequenciamento da regido 16S do RNAr de espécies do género Bacillus, juntamente com estudos
prévios utilizando a técnica molecular, possibilitou o rearranjo do género em trés grupos distintos: I, Il e 11 (Eppinger et al.,
2011; Patifio-Navarrete & Sanchis, 2016; Perchat et al., 2011; Slepcky & Hemphill, 2006). Isso foi conseguido a partir do

sequenciamento completo ou parcial da regido 16S do RNAr de 35 espécies que serviram como referéncia para o agrupamento,

8


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.17817

Research, Society and Development, v. 10, n. 9, 18110917817, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i9.17817

segundo metodologia proposta por Lane et al. (1985). As espécies parcialmente sequenciadas tiveram, pelo menos, 1.100
nucleotideos determinados. Analises filogenéticas foram realizadas a partir de diferentes técnicas (Fitch & Margoliash, 1967;
Saitou & Nei, 1987; Sneath & Sokal, 1973), das quais resultaram os trés grupos (grupos I, 1l e 111), dispostos na Tabela 4.

Tabela 4. Clusters filogenéticos do género Bacillus organizados a partir de analises da regido 16S do RNAr das espécies.

Grupo morfol6gico Cluster I: B. subtilis Cluster I1: B. alvis Cluster I11: B. brevis
| B. subtilis, B. cereus, B.

licheniformis, B. pumilus, B.

megaterium cepa Mohb, B.

coagulans, B. smithii

I B. circulans, B. larvae, B. B. alvei, B. polymyxa, B. B. brevis, B. laterosporus
stearothermophilus macerans, B. azotofixans,
B. pulvifaciens

Il B. sphaericus

Subgrupo A B. thiaminolyticus, B. alcalophilus

Subgrupo B B. lentus

Subgrupo C B. freudenreichii, B. aneurinolyticus

Subgrupo D B. pantothenicus

Subgrupo E1 B. psychrophilus, B. insolitus

Subgrupo E2 B. macquariensis

Fonte: Modificada de Slepecky e Hemphill (2006).

O agrupamento das espécies de Bacillus em grupos, ap6s as analises da regido 16S do RNAr, foi diferente daquilo que
foi proposto nos estudos iniciais de Stackebrandt et al. (1987). Com excecdo do grupo morfoldgico Il, todas as cepas
sequenciadas foram agrupadas no cluster | da espécie B. subtilis. Cepas de Bacillus do grupo morfolégico I, foram
reagrupadas nos trés clusters filogenéticos e a espécie B. macquariensis, diferentemente de outros organismos psicrofilos
(resistentes a baixas temperaturas), foi inserida no cluster 1l da bactéria B. alvei (Tabela 4) (Eppinger et al., 2011; Patifio-
Navarrete & Sanchis, 2016; Perchat et al., 2011; Slepcky & Hemphill, 2006).

Analises comparativas da regido 16S de cepas bacterianas termofilicas e psicréfilas de Bacillus mostraram que, 0s
organismos termofilicos B. stearothermophilus, B. thermodenitrificans e B. caldotenax formam um subgrupo dentro do cluster
de B. subtilis, mas este é separado das cepas termotolerantes mesofilicas de B. subtilis e B. licheniformis e da bactéria
moderadamente termofilica B. coagulans. As cepas psicrofilicas, B. psychrophilus e B. insolitus, estdo classificadas no cluter I,
enquanto B. macquariensis esta inserida no cluster II.

Conforme estudos mais acurados séo feitos com individuos pertencentes ao género, novas realoca¢fes nos clusters
serdo necessarias. A taxonomia de procariotos é extremamente varidvel e provavelmente, novas espécies serdo descobertas e

por isso, atualiza¢fes nesse aspecto serdo sempre requeridas.

3.3 As bactérias endofitas Bacillus spp. como potenciais agentes de biocontrole

Bactérias endoéfitas sdo entendidas por Kado (1992) como aquelas que vivem nos tecidos das plantas sadias sem
causarem danos ou receberem outros beneficios significativos que ndo seja abrigo. Dos muitos microrganismos encontrados
em associacdo endofitica com plantas, bactérias sdo dos mais frequentes (Romeiro, 2007). Em estudo realizado por Mclnroy &
Kloepper (1995), que objetivou verificar a pluralidade de bactérias endofiticas em associagdo com raizes e caules de milho e
algoddo no estado do Alabama, EUA, foram obtidos isolamentos de bactérias pertencentes a 36 géneros distintos, sendo 70,5%
deles compostos de espécies Gram-negativas. Entre as muitas espécies encontradas, os autores mencionaram Burkholderia,

Enterobacter, Bacillus, Methylobacterium, Agrobacterium, Serratia, Acinetobacter, Arthrobacter e Pseudomonas. Outro
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estudo, realizado no Canada, por Germida et al. (1998) isolou e identificou 220 bactérias endofiticas de canolas e as analises de
acidos graxos da parede celular (fatty acid analysis), permitiram aos pesquisadores concluir que a maioria dos isolamentos
pertencia a 18 géneros de bactérias, com predominancia (73%) de quatro principais: Bacillus (29%), Flavobacterium (12%),
Micrococcus (20%) e Rathayibacter (12%).

Microrganismos endofitos tém sido isolados da maioria das plantas cultivadas (Musson, 1994). Provavelmente, isso se
aplica também a plantas silvestres.

Relatos de isolamento de bactérias enddfitas a partir de plantas sadias ja existem ha mais de cinquenta anos. Ja na
década de 1940, Hennig e Villforth (1940) relataram isolamento de bactérias de érgaos sadios de 28 plantas diferentes, como
tomate, geranio, repolho e rabanete. Também Tervet e Hollis (1948) mencionam ter isolado bactérias endofiticas de 6rgdos de
reserva sadios, como batata, beterraba, batata-doce, assim como de frutos de tomate. Pettit et al. (1968) foram capazes de isolar
B. subtilis do interior de vagens sadias de amendoim.

Ha multiplicidade de relatos a respeito do isolamento de bactérias endéfitas em gramineas e outras monocotileddneas
(Azevedo et al., 2000; Kungel; Grewal, 2003; Mcneil et al., 2003; Riggs et al., 2001; Scott & Young, 2003; Yanni et al., 2001).
H& também inimeros relatos de bactérias endofiticas em associagdo com arvores e plantas lenhosas (Bettucci et al., 1997;
Cankar et al., 2005; Mcafee & Taylor, 2001; Redlin & Carris, 1996; Schulthess & Faeth, 1998; Smith et al., 1996). A maioria
das pesquisas, contudo, é voltada para plantas agrondmicas e olericolas (Bouton & Hopkins, 2003; Cavaglieri et al., 2004;
Coombs & Franco, 2003; Coombs et al., 2004; El-Tarabily, 2003; Sturz & Kimpinski, 2004; Zinniel et al., 2002).

E possivel que toda planta possa, potencialmente, abrigar bactérias endofiticas em seus tecidos sadios. Hoje é sabido
que alguns desses enddfitas agem como agentes de biocontrole de enfermidades ou como promotores de crescimento, ainda
gue a maioria deles ndo exiba qualquer efeito detectavel ou sejam, até mesmo, deletérios (Hallmann et al., 1997; Musson,
1994).

Espécies do género Bacillus podem ser aplicadas de forma a controlar biologicamente enfermidades nos vegetais,
sendo também, verificado o efeito positivo desse grupo de procariotos sobre a produtividade das lavouras (Ngugia et al., 2005;
Yao et al., 2006). Promocédo de crescimento e controle bioldgico podem ser verificados no campo de producéo a partir da
aplicacdo de cepas de B. subtilis (Hammami et al., 2009). O antagonismo promovido pela bactéria se da tanto direta quanto
indiretamente (Ryu et al., 2004; Ongena et al., 2007; Leelasuphakul, 2008). Os efeitos diretos observado sobre os patdgenos de
plantas, envolve antibiose, competicdo por espago e nutrientes, além da produgdo de compostos orgénicos volateis,
extremamente nocivos as espécies que se quer controlar (Leelasuphakul, 2008). Indiretamente, as bactérias promovem o
fortalecimento das defesas do vegetal através do fendmeno da resisténcia sistémica induzida (Lanna Filho et al., 2010). Dessa
maneira, produtos formulados a partir de cepas de B. subtilis sdo, geralmente, lancados com a informagdo de “produto de

amplo espectro de a¢do”, devido as multiplas maneiras que esses organismos tém de interagir e interferir o organismo-alvo.

3.3.1 Modos de acéo de células de Bacillus aplicadas ao biocontrole de doengas em plantas
3.3.1.1 Acdo indireta: resisténcia sistémica induzida (ISR)

Em condigdes naturais, as plantas apresentam mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos que funcionam
como barreiras a infecdo. Trata-se de um processo morfoldgico e bioquimico, coordenado por uma cascata de eventos inscritos
no genoma da planta e que podem ocorrer de forma anterior e/ou posterior a interagdo com o agente patogénico (Alves, 2007;
Kiraly et al., 1997). Os mecanismos de defesa ativados apds o contato com o patdgeno podem, em muitas vezes, ser ativados
por moléculas e compostos bioativos (Choudhary et al., 2007). A atividade bioquimica p6s-formada em plantas é de amplo
espectro de acdo e se apresenta, muitas vezes, na forma de resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica

induzida (ISR), dois processos que podem ter como estopim a interagdo com microrganismos, ndo necessariamente sendo
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estes, patégenos. (Pieterse; Van Loon, 2004). Os dois fendmenos sdo regulados pela proteina NPR1 e, no momento da
expressdo do gene que codifica essa proteina ha um crosstalk (comunicagdo cruzada) entre 0s processos e subsequene ativagao
das respostas de defesa (Choudhary et al., 2007; Pieterse; Van Loon, 2004). Um fato curioso acerca do processo é que mesmo
sendo um fendmeno que implique em resposta de resisténcia por parte do vegetal, as rotas de sinalizagdo na SAR e na ISR séo
distintas entre si. Na primeira, ha ampla participacdo do acido salicilico; na segunda, o &cido jasmonico e o hormdnio etileno
sdo as moléculas ativadoras da defesa vegetal. A Figura 2 exemplifica bem os caminhos para a sinalizacdo da resisténcia e os

agentes indutores de cada fenémeno em plantas.

Figura 2. Esquema ilustrativo da inducfo de resisténcia em plantas. A esquerda, a resisténcia sistémica adquirida (SAR),
ativada por patogenos biotréficos virulentos ou ndo, ndo patdgenos e rizobactérias, acontece pela rota do &cido salicilico; a
direita, a resisténcia sistémica induzida (ISR), ativada por rizobactérias promotoras de crescimento, insetos e patdgenos

necrotroficos, ativa as rotas do acido jasménico e/ou etileno.

Rota do heido

{Rota do deido
salicitico JANMONIco €0l

do etileno

PR-Proteinas Jassnonato

Sabctlnto Euleno

Putdpenos baotroficos virulentos Rizobneténas promotoras de croscimento
Patdgenos beotrdhicos avinilentos st on

Nio patdgenos Patéacnas necrotebfioos
Rizobacténns

Fonte: Extraido de Pascholati et al. (2015).

Na resisténcia sistémica induzida (ISR) o que est& posto € que esta pode ser ativada tanto por patégenos, organismos
ndo patdgenos e produtos do metabolismo de ambos (Pieterse; Van Loon, 2004; Romeiro, 2007; Pascholati, 2011). Dessa
forma, moléculas produzidas por espécies distintas de Bacillus podem interferir diretamente da defesa vegetal, gerando
sistemicidade de resposta e resposta inespecifica a uma ampla gama de agente fitopatogénicos (Ryu et al., 2004; Ongena et al.,
2007). Estudando a producéo de lipopeptideos da familia das surfactinas e fengicinas, Ongena et al. (2007) determinaram,
geneticamente, que o isolado 168 de B. subtilis induzia de respostas de defesa sistémica em tomateiros e feijoeiros. Respostas
como a encontrada por esses autores demonstram que trabalhos de bioprospec¢do de novas moléculas atreladas as diferentes
cepas de Bacillus é uma seara ampla no contexto da ativacdo de genes de defesa vegetal, em diferentes fases da vida da planta
(Lanna Filho et al., 2010).

Ainda, compostos organicos volateis podem apresentar um papel importante na indugdo de resisténcia. Tal fendmeno
ja foi observado em Arabdopsis submetidas ao tratamento com compostos organicos volateis produzidos pela cepa GB03 de B.
subtilis, em interacdo com o microrganismo alvo Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, bactéria pectinolitica de

grande interesse econdmico para 0 manejo de doencas na fase de pds-colheita (Ryu et al., 2004).
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3.3.1.2 Acdo direta: sintese de metabdlitos

Agentes de biocontrole, como as bactérias do género Bacillus, apresentam significativa atividade antibiotica, podendo,
algumas vezes, agir como parasitas, em processos de hiperparasitismo, ou como excelentes competidoras (Lanna Filho et al.,
2010). A atividade antibidtica desses organismos &, quase sempre, bastante intensa, ndo sendo necessarias grandes doses da
molécula controladora para que os efeitos sejam percebidos (Kupper et al., 2003).

Isolados de Bacillus, de diferentes espécies, sintetizam uma enorme quantidade de moléculas com propriedades
antimicrobianas, entre os quais se encontram lipopeptideos das familias da surfactina, iturina e fengicina (Ongena et al., 2005).
Alguns dos genes bacterianos que carregam a informagédo genética para a producdo dessas substancias ja foram mapeados e
outros j& foram, inclusive, clonados (lvanova et al., 2003; Kunst et al., 1988; Raajimakers et al., 2010; Stein, 2005). Contudo,
para a maioria das moléculas antibioticas produzidas por espécies de Bacillus, essas informagdes ainda sdo desconhecidas. A
Tabela 5 apresenta alguns dos antibiéticos produzidos por Bacillus spp. e se essas moléculas ja tiveram 0s genes que as

codificam mapeados e clonados.

Tabela 5. Alguns antibidticos produzidos por espécies de Bacillus.

Espécies Antibiético Mapeamento génico Clonagem dos genes
B. subtilis Subtilina? + +

Surfactina® + -

Bacilisina® + -

Dificidina® - -

Oxydificidina® - -
Bacilomicina F¢

Micobacilina® - -
B. brevis Gramicidina As + +
Lincar gramicidina? - -
Tirocidina® + +
B. licheniformis Bacitracina? + +
Proticina - -
B. pumilus Pumilina? - -
Tetaina - -
B. mesentericus Esperina? - -
B. polymyxa Polymycina® - -
Colistina® - -
B. thiaminolyticus Octoptina? - -
Baciphelacina® - -
B. circulans Circulina® - -
Butirosina® - -
B. laterosporus Laterospuramina® - -
Laterosporina? - -
B. cereus Biocerina? - -
Cerexina® - -

2Efetivo contra bactérias Gram-positivas

®Inibidor da coagulagdo da fibrina

°Antibidtico de amplo espectro

dAcAo antiftingica

eEfetivo contra bactérias Gram-negativas

Fonte: Modificada de Slepecky e Hemphill (2006); Bleich et al. (2015).

Grande parte das moléculas antimicrobianas produzidas por B. subtilis sdo moléculas ciclicas que apresentam sete ou
dez a-aminoacidos ligados a um tnico B-amino (iturinas) ou B-hidroxi (surfactinas e fengicinas) acido graxo. O comprimento
da cadeia de acidos graxos pode variar de C13 a C16 para surfactinas, de C14 a C17 para iturinas e de C14 a C18, no caso de
fengicinas (Ongena et al., 2005).

Apesar de serem moléculas de estrutura quimica muito parecida, surfactinas, iturinas e fengicinas diferem entre si no
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que diz respeito a atividade antimicrobiana. Iturinas e fengicinas sdo moléculas fungistatica e/ou fungicidas, dependendo da
dose utilizada, sendo também agentes de inibi¢éo inespecifica a um nimero significativo de patégenos de plantas (Lanna Filho
et al., 2010). Em relagdo as surfactinas, tem-se nesse grupo moléculas que sao, essencialmente, fungitéxicas, mas que também
carregam algum efeito sinergistico antifingico, quando associadas a iturina A (Maget-Dana et al., 1992). Sobre bactérias
fitopatogénicas, as surfactinas sdo compostos de baixa interferéncia sobre o metabolismo procariético, diferente do observado
pelas itaurinas, que tém alto poder inibitério sobre bactérias Gram-positivas.

O biocontrole de Pseudomonas syringae em Arabdopsis por B. subtilis, deu-se a partir de uma estirpe mutante, M1,
com uma delecdo do gene surfactina sintase e, portanto, deficiente na producdo de surfactina (Bais et al., 2004). Os autores
mostraram que a bactéria B. subtilis M1 nao foi eficiente enquanto agente biocontrolador, inclusive, por ndo ser capaz de
produzir um biofilme protetor nas raizes da planta. A partir dos resultados obtidos nos ensaios, os autores afirmaram que o
perfil antagbnico do isolado e a sua capacidade de formar biofilme sdo grandezas diretamente proporcionais a sintese da
surfactina.

Alguns trabalhos demonstraram que espécies de Bacillus sdo capazes de produzir substancias volateis com atividade
antimicrobiana, mas, muitas dessas substancias volateis produzidas por esses microrganismos sdo ainda desconhecidas (Kai et
al., 2007). Chen et al. (2008) encontraram 14 compostos volateis de B. subtilis, identificados através de cromatografia gasosa
de espectro de massa (CG-MS), com aparente fonte de compostos bioativos. A natureza antiflngica de alguns compostos, tais
como 2-etil-hexanol, 2,4-bis-(2-metilpropril)-fenol, 4-hidroxibenzaldeido e 2-nonanona, foi também demonstrada em outros
patossistemas (Wang et al., 2004; Almenar et al., 2007).

N&o ha trabalhos disponiveis na literatura que atestem o efeito isolado dessas moléculas sobre fitonematoides,
entretanto, Voss (2013) aplicando diferentes concentragdes de suspensdo de células de B. subtilis em tomateiros parasitados
por Meloidogyne incognita, verificou efeito dos tratamentos na diminuicdo gradativa da populagéo do patdgeno no solo quanto
maior foi a concentracdo de células aplicada. Moléculas especificas atuam no controle bioldgico de nematoides a partir de
células de Bacillus. Informagdes mais detalhadas a respeito desse assunto serdo apresentadas e discutidas em secdo especifica

desta revisdo.

3.3.1.3 Promocao de crescimento em plantas

A promocgdo de crescimento gerada por espécies do género Bacillus é consequéncia do aumento da fixagdo de
nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes, sintese de fitormoénios e melhoria das condic¢Ges de solo, além disso, existem também os
beneficios indiretos gerados pela modificacdo do ambiente, fato que pode interferir no desenvolvimento de fitopatogenos
(Manjula & Podile, 2005). Adicionalmente, as associacfes benéficas entre as espécies de Bacillus e as plantas modulam a
fisiologia destas Ultimas, desencadeando o aumento de metabdlitos que sensibilizam o sistema radicular as condi¢des externas
do meio, proporcionando, inclusive, maior capacidade vegetal de absorcdo de nutrientes (Manjula & Podile, 2005). Isolados de
B. subtilis tém capacidade comprovada de conduzir a regulacdo hormonal de plantas, como relatado por Tsavkelova et al.
(2006) e Persello-Cartieaux et al. (2003), conduzindo assim, o crescimento radicular pela sintese de auxinas, giberelinas e
citocininas.

A promocgao de crescimento induzida por espécies de Bacillus pode levar a semente a rapida germinacéo. Isso foi
constatado em estudos realizados por Manjula & Podile (2005) que, tratando sementes de feijdo guandu com formulagéo a base
de B. subtilis AF1 em turfa suplementada com quitina, verificaram um aumento da emergéncia e do peso fresco das mudas de
29 e 33%, respectivamente. Araudjo (2008), tratando sementes de algoddo, milho e soja com um bioformulado a base de B.
subtilis PRBS1 também verificaram incrementos na emergéncia de plantulas. Assim, o rapido desenvolvimento da planta,

quando na presenca da bactéria, a leva a chegar na fase adulta rapidamente, permanecendo menos tempo no campo, e também,
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menos tempo em uma condigdo de maior suscetibilidade, gerando assim, um escape contra patdgenos presentes no solo e no
ambiente externo. Considerando o fator nutricional, a associacdo de espécies de Bacillus com plantas promove maior

resisténcia vegetal as condigdes abioticas adversas, pois as plantas se apresentam nutricionalmente balanceadas.

3.3.2 Aplicacao de espécies de Bacillus no controle bioldgico de fitonematoides

Os nematoides sdo o segundo filo do reino animal, ficando atras apenas dos insetos, com maior nimero de
representantes. Apesar de tamanha representatividade, apenas 3% do total de espécies de nematoides existentes em todo o
mundo vém sendo estudadas e estdo identificadas (Ravichandra, 2014). Um metro clbico de solo pode conter milhdes desses
vermes pertencentes a diferentes grupos taxondmicos. Os representantes fitoparasitas sdo microscépicos, em sua maioria, com
formato cilindrico ou vermiforme, virtualmente invisiveis a olho nu e sdo habitantes de diferentes ambientes, sendo o solo o
local com o maior nimero de espécies de importancia econémica para a agricultura (Handoo, 1998).

Os fitonematoides podem causar danos de intensidade varidvel nas plantas hospedeiras. Estes danos podem ser
pequenas injurias ou, até mesmo, a destruicdo de toda a planta. A severidade da injuria causada pela atividade de um helminto
fitoparasita é dependente de varios fatores e, dentre estes, destaca-se a espécie do fitonematoide e a associa¢do desta com a
planta hospedeira, além das condi¢fes ambientais, como o0s niveis pluviométricos da regido, o tipo de solo, a conformacéo do
relevo e as demais culturas praticadas ou plantas presentes na area.

Em funcéo do habitat preferencial da maioria das espécies, 0 solo, 0s nematoides se constituem em uma das espécies
parasitas de plantas de identificacdo, demonstracdo e manejo mais dificil. Frequentemente, os danos causados em plantas por
esses vermes passam despercebidos devido, em muito, a sintomatologia ndo especifica que as plantas parasitadas apresentam.
Dentre os sintomas mais comuns encontrados nas plantas e que podem levar ao diagndstico errdbneo de uma doenca causada
por fitonematoides, estdo o crescimento lento do vegetal, 0 nanismo e 0 amarelecimento de folhas, sintomas que podem,
facilmente, ser confundidos com deficiéncias nutricionais e hidricas (Stirling et al., 1998). O efeito desses parasitas nas
culturas é, geralmente, subestimado pelos produtores e agronomos, mas a estimativa é de que os fitonematoides sejam
responséveis pela perda de 10% de toda a produgdo mundial, algo em torno de 100 bilhdes de délares (Whitehead, 1998;
Freitas et al., 2001; Ravichandra, 2014).

Sendo o controle de fitonematoides uma tarefa dificil, o mais recomendado é o uso de técnicas conjuntas para o
eficiente manejo das fitonematoses. O controle quimico através de nematicidas apresenta varios inconvenientes, pois esses
produtos sdo caros, altamente toxicos, persistentes, tém amplo espectro de acdo e podem contaminar &guas subterraneas,
representando, dessa forma, um grande risco a outros organismos e ao ambiente (Monteiro, 1970; Ferraz & Valle, 1997).

Uma alternativa promissora ao uso dos agrotoxicos tem sido a utilizagdo do controle bioldgico, juntamente com outras
técnicas de manejo de doencas de plantas (Nunes et al., 2010). O controle biolégico trata da redugéo de fitonematoides por
outro organismo vivo. Ele pode ocorrer naturalmente ou ser induzido. Os microrganismos do solo de diferentes zonas agricolas
s80 muito numerosos e estdo em constante associacdo, 0 que resulta em um balanco bioldgico natural. O parasitismo de
fitonematoides em plantas hospedeiras é afetado em diferentes intensidades, dependendo da densidade e das espécies de
microrganismos presentes no solo de determinado campo na rizosfera das plantas ali cultivadas. Os mecanismos de controle
bioloégico do organismo antagonista ao nematoide, assim como nos outros casos de controle biolégico cléssico, séo:
parasitismo, predacéo, competicdo e antibiose.

Segundo Pascholati (2011), para que um microrganismo seja considerado um bom agente de controle bioldgico, ele
deve possuir varios atributos, dentre os quais 0s mais importantes sao:

- Néo ser patogénico a plantas, seres humanos e outros animais;

- Ser eficiente em reduzir ou suprimir a populacdo de nematoides em alta densidade;
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- Sobreviver a condigfes extremas no solo, na auséncia do hospedeiro;

- Parasitar diversas espécies de fitonematoides;

- Ser capaz de se disseminar assim que aplicado ao solo, garantindo o seu estabelecimento;

- Ser facil e economicamente produzido em massa;

- Permanecer infectivo apds longo tempo de armazenamento;

- Ser compativel com fertilizantes, defensivos quimicos e outras praticas culturais.

As bactérias do género Bacillus apresentam grande parte dessas caracteristicas e sdo amplamente aplicadas no manejo
de fitonematoides (Aradjo et al., 2002; Nunes et al., 2010; Vaz et al., 2011).

Hallmann et al. (2004) sugerem que bactérias endofiticas apresentam potencial para o controle de fitonematoides,
principalmente endoparasitas. Partindo desse principio, varias pesquisas ja foram conduzidas. Sikora e Padgham (2007)
relataram reducdo de 40% na penetracdo e formacgdo de galhas de Meloidogyne graminicola com inoculagGes de B.
megaterium nas raizes de arroz. Além disso, a colonizacdo da bactéria no sistema radicular da planta diminuiu em 60% a
migracdo do nematoide para a rizosfera e seus metabdlitos reduziram em 60% a eclosdo de ovos. Sikora (1992), relatou que
bactérias da rizosfera reduzem o nivel de danos de nematoides a partir da liberacdo de toxinas ou modificagcdo dos exudatos
radiculares, sendo de facil crescimento in vitro, além de poderem ser aplicadas no tratamento de sementes.

A espécie Heterodera glycines, formadora de cisto, constitui-se em um dos fitonematoides de maior importancia
econdmica para a cultura da soja. Ao longo do ciclo de vida dessa espécie, o cisto se rompe liberando uma grande quantidade
de ovos, que dependem de estimulos gerados pela liberacdo de exsudatos da planta para a eclosdo e orientagéo das larvas (J2).
Assim, o trabalho de Aradjo et al. (2002) verificou a influéncia de B. subtilis na eclosdo, orientacdo e infeccdo de H. glycines
em soja, in vitro e in vivo. Em condi¢des de laborat6rio, os autores verificaram que a presenga da bactéria inibe a ecloséo de
ovos do nematoide, mesmo na presenca de exsudatos de soja. Além disso, raizes tratadas com a bactéria foram menos atrativas
aos vermes que as ndo tratadas. Em condicOes de casa de vegetacdo, houve reducdo de fémeas em vasos infestados com o
nematoide quando o solo ou as sementes foram tratadas previamente com suspensdo de B. subtilis.

Em outro trabalho realizado por Araldjo & Marchesi (2009) a utilizacdo de B. subtilis em tomateiros trouxe multiplos
beneficios para a planta. Os autores relataram que, embora a altura da planta ndo tenha sido influenciada pela presenca da
rizobactéria no solo, a producdo de massa fresca da parte aérea foi incrementada pelo tratamento com a bactéria. Houve, de
maneira inversa ao observado para a parte aérea, reducdo da producdo de massa fresca das raizes dos tomateiros. Isso se deu,
provavelmente, porque rizobactérias e seus metabdlitos desencadeiam reacfes de hipersensibilidade nas células vegetais,
resultando em um menor volume de raiz (Freitas et al., 2001). Adicionalmente, raizes parasitadas por fitonematoides sdo,
geralmente, mais volumosas que raizes ndo parasitadas (Ferraz & Valle, 1997). Tal aspecto funciona como um processo de
substituicdo da raiz danificada pelo parasitismo do helminto por uma nova raiz, ora livre do verme e capaz de exercer todas as
suas fungdes. Foi exatamente o que foi observado por Araujo & Marchesi (2009). Embora o0 a massa fresca radicular tenha sido
menor, o efeito do tratamento biolégico sobre a reproducdo de Meloidogyne spp. foi evidente na reducéo do nimero de juvenis
e no desenvolvimento de massas de ovos na raiz. Segundo Maciel & Ferraz (1996), o método biolégico para o controle de
nematoides pode acontecer pela paralizagdo do ciclo ou, pelo menos, pela redugdo da capacidade reprodutiva do parasita. Além
disso, a transformacdo dos exsudatos radiculares em subprodutos pela acdo dos microrganismos, pode fazer com que o
nematoide ndo reconhega o estimulo quimiotropico e continue movimentando-se no solo até morrer (Freitas, 2001).

Ludwig et al. (2013) relataram o potencial de rizobactérias utilizadas para a microbiolizacdo de sementes de arroz em
controlar o nematoide M. graminicola. Nos testes realizados, os isolados bacterianos utilizados, entre eles, dois isolados de
Bacillus sp., reduziram significativamente a ecloséo de ovos do nematoide e aumentaram a mortalidade de larvas de segundo

estagio (J2). Além disso, a associacdo das bactérias com as plantas de arroz culminou com a ativagdo dos mecanismos de
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defesa vegetal, verificado pelo aumento da atividade das enzimas quitinases, fosfatases, lipases e proteinases. Isso refletiu
diretamente na redugdo do nimero de galhas e ovos nas plantas tratadas e reducdo de 29% do fator de reproducdo do
nematoide.

Em contrapartida, existem alguns trabalhos disponiveis na literatura que demonstram que a utilizagdo de espécies de
Bacillus pouco interferem ou néo interferem no parasitismo de fitonematoides. O trabalho de Vaz et al. (2011) é um exemplo
disso. Os autores microbiolizaram sementes de tomate com a bactéria B. subtilis, produziram mudas a partir destas e
transplantaram essas mudas para vasos contendo uma populacdo mista de M. incognita e M. javanica. O controle do teste foi
composto por mudas advindas de sementes mergulhadas em agua e também, mudas produzidas a partir de sementes nao
mergulhadas. Apos 60 dias do transplantio, foram avaliados os pardmetros massa das raizes e parte aérea, nimero de galhas e
ovos. O que se observou foi que ndo houve interferéncia da microbiolizagdo das sementes em nenhum dos pardmetros
avaliados, em relacdo aos controles. Em experimento semelhante, Fernandes et al. (2014) verificaram também que a
microbiolizacdo de sementes de tomateiro ndo interferiu na massa fresca da raiz e da parte aérea de tomateiros parasitados por
M. incognita e M. javanica, tampouco reduziu o nimero de galhas nas raizes, quando em comparagdo com o controle.
Contudo, diferentemente dos autores citados anteriormente, neste caso, os autores verificaram reducéo de 62,6% do nimero de
ovos em sementes microbiolizadas. Além disso, a combinagdo da microbiolizagdo de sementes e a utilizacdo do fungo
Pochonia chlamydosporia no solo reduziu, em mais de 80%, o nimero de ovos de Meloidogyne spp. que a utilizacdo da
microbioliza¢do enquanto método isolado.

As diferentes respostas observadas em experimentos semelhantes, sdo devidas a inimeros fatores, dentre 0s quais,
pode-se destacar o nimero de células bacterianas no in6culo que ainda estdo viaveis no momento do tratamento, o tempo de
exposi¢do das plantas ou sementes ao indculo (no caso da microbiolizacéo), as condi¢cBes ambientais nas quais os testes sdo
conduzidos, o grau de agressividade do patogeno utilizado e também, o nivel de resisténcia do hospedeiro escolhido para os
testes, sendo requeridas, sempre que possivel, variedades de plantas com alto grau de suscetibilidade.

Trabalhos mais recentes estdo focados em determinar e purificar os compostos produzidos pelo metabolismo
secundério de Bacillus com atividade nematicida. O trabalho realizado por Xiong et al. (2015) é um exemplo disso. Os autores
verificaram o efeito de compostos bioativos produzidos por um isolado de Bacillus firmus e a capacidade destes de controlar o
nematoide das galhas, M. incognita. Em um teste que verificou a movimentacao de larvas J2 do verme fitoparasita em colunas
de areia, os autores observaram que a utilizacdo de fragdes proteicas ndo purificadas, produzidas pela bactéria, diminuiu a
movimentacédo da larva. Além disso, a utilizagdo dessas fragOes proteicas nas doses de 20, 40, 80, 100, 150 e 200 pL/mL teve
forte efeito nematicida sobre as larvas, sendo este, na ordem dos 40,2%, 51,1%, 66,8%, 79,8%, 89,3% e 96,8%,
respectivamente.

A espécie B. thurigiensis & uma bactéria esporogénica presente em, praticamente, todos os lugares e que produz
cristais proteinaceos de prototoxinas (chamados de proteina cristal ou proteina-Cry), durante a esporulacéo (LI et al., 2015). As
proteinas-Cry tém atividade especifica de toxina em lagartas, besouros e nematoides, mas ndo afeta vertebrados, por isso, B.
thurigiensis tem sido descrito por muitos pesquisadores como um biopesticida ideal. Em 1972, Prasad et al. (1972) atestaram,
pela primeira vez, que populacGes de M. incognita foram significativamente reduzidas pelo tratamento de plantas com a
bactéria B. thurigiensis var. thurigiensis. Desde entdo, inimeros estudos demonstraram o sucesso da aplicagdo dessa bactéria
no controle de nematoides fitopatogénicos na agricultura organica. Adicionalmente, os genes relacionados com a producéo das
proteinas-Cry estdo em pleno uso em plantas transgénicas sendo, estas Gltimas, amplamente utilizadas em todo 0 mundo para a
protecdo das lavouras contra os nematoides (Li et al., 2007; Sanahuja et al., 2011).

Atualmente, tém-se o conhecimento de trés familias de proteinas-Cry com atividade nematicida, sdo elas: (1) a familia
Cry5 que contém as proteinas Cry5, Cryl12, Cryl3, Cryl4 e Cry21, (2) a familia Cry6 com a proteina Cry6 e (3) a familia
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Cry55 com a proteina Cry55 (LI et al., 2007; LUO et al., 2013; WEI et al., 2003). A proteina Cry5B é a proteina mais estudada
(DURMAZ et al., 2016; KOCH et al., 2016; WU et al., 2015). Apo6s investigaces e diversos testes utilizando larvas de
nematoides de diferentes espécies, foi constatado que a proteina Cry5B interage com receptores especificos presentes na
membrana intestinal do helminto, resultando na formacéo de poros liticos e, consequentemente, tal interagdo resulta na lise do
intestino do verme e posterior morte do organismo (Griffitts et al., 2005; Vachon et al., 2012). Diferentemente da proteina
Cry5B, a proteina CryAa2 causa prejuizos de ordem fisioldgica para o nematoide, como observado na espécie Caenorhabditis
elegans, nematoide bacteriéfago e decompositor da matéria organica morta. As pesquisas constataram, nesse caso, inibicéo do
crescimento do verme, reducdo no nimero de ovos produzidos e, redugdo na capacidade de movimentagdo do parasita (Luo et
al., 2013). A combinacdo das duas proteinas, Cry5B e CryAa2, resultou em um efeito sinergistico sobre C. elegans,
demonstrando que estas proteinas podem se constituir em uma potente estratégia de biocontrole contra nematoides fitoparasitas
(Yuetal., 2014).

Obijetivando encontrar novas proteinas-Cry, os genomas de varias cepas de B. thurigiensis ja foram sequenciados e
trés genes codificantes de proteinas-Cry, pertencentes ao grupo Cry21, foram identificados no genoma da cepa DB27 (latsenko
et al., 2014). E importante mencionar que a producio de uma proteina-Cry pela bactéria é sempre acompanhada por um fator
de viruléncia com atividade nematicida, o que potencializa a acdo da proteina (Niu et al., 2010). Além disso, a atividade
patogénica da bactéria B. thurigiensis é restrita a um estreito grupo de insetos e nematoides, ndo interfere, portanto, sobre em
homens e outros animais (Li et al., 2015). Outra informac&o relevante é que cepas de B. thirigiensis sdo, geralmente, altamente
suscetiveis a altos niveis de radiagdo solar e a compostos quimicos presentes no meio. Essa suscetibilidade limita o uso do
organismo bacteriano enquanto agente de controle biolégico nos campos de produgdo agricola, sendo, preferivel, a utilizagdo
de produtos gerados pelo metabolismo secundario da bactéria, como as proteinas-Cry (Preston et al., 2003).

A bactéria B. nematocida B16 é um organismo esporogénico, que foi isolado pela primeira vez na China e que
apresenta elevada atividade nematicida sobre a espécie Panagrellus redivivus (Huang et al., 2005). Essa bactéria leva o
nematoide a morte por um mecanismo conhecido como ‘Cavalo de Troia’ (Trojan horse mechanism) (Niu et al., 2010). Nesse
processo, a bactéria atrai o verme produzindo compostos orgénicos volateis, como o benzaldeido e 2-heptanona. Uma vez
ingerida pelo nematoide, a bactéria secreta proteases extracelulares, como a serina alcalina Bacel6 e a protease neutra Bael6,
que atacam os tecidos intestinais do hospedeiro, levando-o a morte. O mecanismo de patogenicidade ‘Cavalo de Troia’ da
bactéria B. nematocida B16 expande o entendimento cientifico sobre a diversidade dos mecanismos de patogenicidade

utilizados por bactérias do género Bacillus (Niu et al., 2010).

4. Consideracdes Finais

As bactérias do género Bacillus passaram por varias fases do desenvolvimento cientifico, desde a sua descoberta. Os
avangos tecnoldgicos mostraram a grande versatilidade dessas bactérias e a possibilidade de uso destas. A capacidade de
ocupar diferentes nichos e a ampla diversidade fisioldgica desses organismos, colocam as bactérias desse género no foco de
importantes pesquisas. Adicionalmente, pesquisas que se dediquem a otimizagdo de produtos bioformulados e utilizagdo de
produtos do metabolismo secundario de Bacillus sdo extremamente importantes, pois elas dardo suporte para 0 correto uso
desses organismos aplicados em sistemas de manejo integrado de doencas, impedido que essa tecnologia seja subutilizada.

Finalmente, a utilizagdo de bactérias e produtos do metabolismo microbiano desses individuos, para fins de controle
de doencas em plantas, tem, cada vez mais, espaco dentre pequenos, médios e até grandes produtores que se preocupam com a
crescente demanda mundial por alimentos livres de residuos quimicos, e que enxergam nesse panorama, um crescente nicho de

mercado que é promissor, crescente e cheio de possibilidades.
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