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RESUMO

O controle biologico de fitopatdgenos por microrganismos benéficos tem se
consolidado como alternativa segura e sustentavel ao uso de fungicidas sintéticos. Esta
dissertacdo foi desenvolvida em formato de artigos cientificos, abrangendo uma reviséo
sistematica da literatura e um estudo experimental. O primeiro artigo, baseado no
protocolo PRISMA, analisou o uso de bactérias como agentes de biocontrole na
agricultura. A analise bibliométrica de 27 artigos publicados entre 2013 e 2025 destacou
o0 crescimento do uso de BCAs e a importancia de se explorar novas cepas promissoras.
O segundo artigo abordou o potencial de bactérias do género Bacillus contra o fungo
Rhizoctonia solani. Entre cinco cepas avaliadas, Bacillus subtilis JB5 apresentou maior
atividade antagonista. A cepa produziu enzimas hidroliticas, &acido indolacético,
solubilizou fosfato e cresceu em meio livre de nitrogénio. A substancia antimicrobiana
extraida foi identificada como um possivel peptideo tipo-bacitracina, com agéo sobre
Listeria monocytogenes e R. solani. Embora os testes com sementes de alface ndo
tenham demonstrado diferenca estatistica significativa, os dados indicaram tolerancia ao

patdgeno e sugerem o potencial da cepa JB5 como agente de biocontrole.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Agentes de Controle Biologico, Bacillus

subtilis, Rhizoctonia solani.



ABSTRACT

APPLICATION OF BACTERIA AS MICROBIAL BIOCONTROL AGENTS
(BCAS) TO PREVENT INFECTIONS BY PHYTOPATHOGENS

The biological control of phytopathogens using beneficial microorganisms has
emerged as a safe and sustainable alternative to synthetic fungicides. This dissertation
was developed in the form of scientific articles, comprising a systematic literature
review and an experimental study. The first article, based on the PRISMA protocol,
analyzed the use of bacteria as biocontrol agents (BCASs) in agriculture. A bibliometric
analysis of 27 articles published between 2013 and 2025 highlighted the growing use of
BCAs and the importance of exploring new promising strains. The second article
investigated the potential of Bacillus spp. against the fungus Rhizoctonia solani. Among
five strains evaluated, Bacillus subtilis JB5 showed the greatest antagonistic activity.
This strain produced hydrolytic enzymes, indole-3-acetic acid, solubilized phosphate,
and grew in nitrogen-free medium. The antimicrobial compound extracted was
identified as a possible bacitracin-like peptide, with inhibitory activity against Listeria
monocytogenes and R. solani. Although no statistically significant differences were
observed in the germination tests with Lactuca sativa seeds, the results indicated

tolerance to the pathogen and suggest the potential of strain JB5 as a biocontrol agent.

Keywords: Biological control, Biological Control Agents, Bacillus subtilis,
Rhizoctonia solani.
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1 INTRODUCAO

O aumento populacional gera uma demanda crescente por alimentos. Estimativas
indicam que, até 2050, as necessidades alimentares crescerdo entre 59% e 98%, tornando
essencial elevar a produtividade das culturas agricolas mundialmente (WALLACE, 2023).
Para alcangar essa maior produtividade, é fundamental produzir mais em areas cada vez
menores, 0 que envolve a adocdo de técnicas de manejo e controle de pragas e doengas nas
plantacdes.

Historicamente, o uso de pesticidas quimicos tem sido a principal estratégia para
controlar as pragas. Embora essa técnica tenha se mostrado eficaz, a aplica¢do excessiva de
pesticidas quimicos resulta na degradacdo do solo, riscos ambientais, residuos de pesticidas
nos alimentos, resisténcia das pragas e problemas de saude humana (RAJ et al.,2023).

Com o objetivo de aumentar a produtividade sem comprometer o equilibrio ambiental,
diversas alternativas vém sendo desenvolvidas. Entre elas, destaca-se a sustentabilidade
agroambiental, que visa harmonizar a producédo agricola com a conservacédo da biodiversidade
(TOMAR et al., 2024).

Nesse contexto, o biocontrole surge como uma alternativa segura e ecologicamente
correta para 0 manejo agricola, pois evita 0 uso excessivo de produtos quimicos, garantindo a
protecdo ambiental e a seguranca alimentar (CHENG et al., 2023).

Os Agentes de Controle Bioldgico (BCAs, do inglés Biological Control Agents) sao
parte integrante das técnicas de biocontrole. Eles utilizam organismos vivos, como agentes
microbianos (bactérias, fungos, virus etc.), para controlar pragas e doencas nas plantas. Os
BCAs sdo mais eficazes devido a auséncia de emissdes tdxicas, ao contrario dos produtos
quimicos sintéticos. O uso de organismos Vvivos e seus subprodutos no combate as pragas
apoia 0 ambiente natural, apresentando-se como uma alternativa segura e sustentavel (SINGH
etal., 2022).

Nesse contexto, o presente trabalho esta dividido em dois artigos. O primeiro € uma
revisdo de literatura, intitulado “Uso de agentes de biocontrole microbiano na agricultura:
status atual e perspectivas futuras”. O segundo artigo, de natureza experimental, intitula-se “O

género Bacillus como agente de biocontrole sobre o fungo Rhizoctonia solani”.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial de bactérias isoladas de ambientes naturais como agentes de

controle bioldgico, visando sua aplicacdo no manejo de doengas microbianas em plantas.

2.2 Objetivos especificos

e Selecionar isolados bacterianos com atividade antimicrobiana frente ao fitopatdgeno
Rhizoctonia solani;

e Selecionar a cepa bacteriana com maior efeito antagonista in vitro para os estudos de
biocontrole;

e Investigar a producdo de “substancia antimicrobiana” pela bactéria selecionada e
avaliar sua atividade antifungica;

e Auvaliar e comparar o potencial bioprotetor do sobrenadante livre de células (SNLC) e
da “substancia antimicrobiana” sobre sementes de Lactuca sativa L infectadas com o

fungo Rhizoctonia solani.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

A agricultura sustentvel é um dos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
estabelecidos pela Organizagédo das Nagdes Unidas (ONU), e seu alcance depende, em grande
parte, da adocdo de alternativas que reduzam a dependéncia de pesticidas quimicos nos
sistemas de producdo agricola. Nesse contexto, diversos paises, especialmente na Europa, tém
incentivado o uso de agentes de biocontrole microbiano (biological control agents — BCAS)
como alternativa ou complemento aos pesticidas sintéticos, no manejo de doencas e pragas
(MARIAN; SHIMIZU, 2019).

De acordo com Samaras et al. (2021), os BCAs sdo compativeis com os principios da
agricultura sustentavel, contribuindo para a reducdo do uso de agroquimicos, a minimizagao
de impactos ambientais e a salde humana, além de retardar a resisténcia dos patdgenos a
produtos quimicos convencionais.

Os organismos utilizados como BCAs pertencem a diferentes grupos taxondmicos,
abrangendo representantes dos dominios Bacteria e Eukarya. Diversos BCAs ja sao
comercializados, geralmente em formulacdes desenvolvidas pela industria biotecnologica com
0 objetivo de proteger culturas agricolas contra fitopatégenos ou pragas (TORRACCHI et al.,
2020).

Para que os agentes atuem de forma eficaz, ¢ fundamental compreender seus
mecanismos de agdo. Entre 0s mecanismos mais descritos estdo: o parasitismo
(microparasitismo, parasitismo direto ou hiperparasitismo); a producdo de antibidticos,
caracterizada pela secrecdo de metabodlitos secundarios com baixo peso molecular e acdo
deletéria sobre microrganismos mesmo em baixas concentracdes (FRAVEL, 1988); a acédo
enzimatica, por meio da degradacgdo de quitina, proteinas e polissacarideos; a competicdo por
recursos ambientais; a producdo de sideroforos, moléculas quelantes de ferro (Fe*') com alta
afinidade e especificidade (BARBEAU et al., 2002); e a indugdo de resisténcia sistémica em
plantas (ALIZADEH et al., 2020).

Segundo Stenberg et al. (2021), o controle bioldgico é caracterizado pela interagédo entre
trés componentes: (1) o organismo-alvo (praga ou patdgeno), (2) o agente biologico de
controle, e (3) o beneficio gerado ao ser humano a partir dessa interagao.

Microrganismos com potencial biocontrolador podem atuar por diversos mecanismos

simultaneamente, como competicdo por espaco e nutrientes, indugédo de resisténcia em plantas
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e liberacdo de substancias antimicrobianas (KOHL et al., 2019). Diversas pesquisas tém se
concentrado no uso de bactérias como Bacillus spp. como agentes de biocontrole (ZHANG et
al., 2022; HAMZE; RUIU, 2022; OLIVER et al., 2019). Nessas investigacfes, observou-se
ndo apenas a inibicdo de fitopatdgenos, mas também a promocao do crescimento vegetal, o
que permite que esses microrganismos sejam classificados, em alguns casos, como
biofertilizantes. Esse efeito é atribuido a producdo de compostos como o acido fenilacético,
pertencente a classe das auxinas, e ao ciclodipeptideo Phe-Pro, que atua na modulacdo da
sinalizacdo hormonal (AZABOU et al., 2020).

Além das bactérias, fungos como Trichoderma spp. também apresentam expressiva
atuacdo no controle bioldgico, especialmente contra nematoides do género Meloidogyne.
Estudos indicam que a atuacdo desses fungos pode envolver multiplos mecanismos de acédo de
forma sinérgica (TARIQJAVEED et al., 2021; PASCALE et al., 2017).

Os agentes de biocontrole também podem atuar no periodo pés-colheita, colonizando
tecidos vegetais como endofitos ou atuando na superficie das plantas, como microrganismos
epifitos e rizosféricos. Dependendo de suas propriedades fisioldgicas, podem ser classificados
como bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB, do inglés Plant Growth-
Promoting Bacteria), micorrizas ou simplesmente BCAs (SARE et al., 2021).

Os avanc¢os na aplicacdo dos BCAs demonstram sua eficicia tanto no controle de
doengas como na melhoria da qualidade do solo e das plantas. Tém sido recomendados nao
apenas como agentes curativos, mas também como biofertilizantes ou condicionadores do
solo, atuando preventivamente para a manutencdo de um microbioma rizosférico equilibrado
(HASHEMI et al., 2022; SARE et al., 2021; TAHERI et al., 2022).

Dentre os principais patdgenos agricolas, Rhizoctonia solani destaca-se por sua ampla
gama de hospedeiros e pela severidade dos danos causados. Este fungo ataca sementes, raizes,
caules e outras partes vegetativas, provocando sintomas como apodrecimento de sementes,
damping-off, podridao radicular e cancro do caule (SENAPATI et al., 2022; ZHAO et al.,
2005).

As estratégias de manejo de R. solani incluem o uso de cultivares resistentes, fungicidas
quimicos, rotagdo de culturas e substituicdo do solo (ALI et al., 2023; HUSSAIN et al.,
2024). Entretanto, o uso de BCAs tem se mostrado uma alternativa sustentavel e promissora.

Especies do género Bacillus vém sendo amplamente utilizadas no combate a
fitopatdégenos de solo, principalmente devido a sua capacidade de produzir substancias

antimicrobianas, induzir resisténcia sisttmica (ISR, do inglés Induced Systemic Resistance)
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em plantas e favorecer seu desenvolvimento (DARAZ et al., 2021). Em particular, Bacillus
subtilis tem se destacado pela sintese de lipopeptideos como iturinas, surfactinas e fengicinas,
que atuam na desestabilizacdo da membrana celular de fungos, inibindo seu crescimento,
além de exoenzimas que decompdem a parede celular fungica e compostos organicos volateis
(VOCs, do inglés Volatile Organic Compounds) capazes de estimular a imunidade das plantas
(ALETI et al., 2016; ISLAM et al., 2020; LEE et al., 2023).

Dessa forma, ressalta-se a importancia da pesquisa cientifica na validacdo do uso de
BCAs, especialmente Bacillus subtilis, como estratégia sustentavel para o manejo
fitossanitario e promocdo do desenvolvimento vegetal. Além disso, é fundamental aprofundar

0 conhecimento sobre os mecanismos envolvidos e seus efeitos no ambiente agricola.
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4 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido em formato de artigos cientificos. O primeiro artigo
consistiu em uma revisdo sistematica da literatura, com andlise bibliométrica, abordando o
uso de bactérias como BCAs na prevencao de infecgbes fungicas em plantas. Para isso, foram
selecionados artigos publicados entre 2013 e 2025, nas bases Science Direct, Scopus e Web of
Science, utilizando as palavras-chave Microbial Biocontrol Agents (BCA), Biocontrol e
Biopesticide, de forma isolada e combinada. A triagem seguiu o protocolo PRISMA 2020,
com analise de coocorréncia de termos realizada no software VOSviewer (v.1.6.12).

O segundo artigo corresponde a parte experimental do estudo, na qual cinco cepas do
género Bacillus foram avaliadas quanto ao potencial antimicrobiano frente ao fungo
Rhizoctonia solani por meio da técnica de cultura pareada. A cepa com maior atividade
antagonista, identificada como Bacillus subtilis JB5, foi selecionada para os testes de
producdo de substancia antimicrobiana e ensaios de biocontrole.

A bactéria foi cultivada em meio BHI a 35 °C por 48 horas, com monitoramento do
crescimento celular por contagem de unidades formadoras de colonia (UFC mL™). A
producdo da substancia antimicrobiana foi otimizada conforme o tempo de cultivo e,
posteriormente, extraida com butanol. A atividade antimicrobiana do sobrenadante livre de
células (SNLC) e da substancia extraida foi avaliada por diluicdo seriada e difusdo em éagar
contra Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Rhizoctonia solani.

A caracterizacdo fenotipica da cepa JB5 incluiu testes de atividade enzimatica
(caseinase, gelatinase, amilase, celulase), producdo de &cido indolacético (AlA), fixacdo
biolégica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, e atividade hemolitica. Também foi
realizado teste de susceptibilidade a antibidticos, conforme o método de difusdo em &gar
preconizado por Kirby-Bauer.

Por fim, a eficacia da cepa JB5 na protecdo de sementes de alface foi avaliada por
meio de ensaios de germinagdo. As sementes foram inoculadas com R. solani e submetidas
aos seguintes tratamentos: (i) controle negativo (sem tratamento), (ii) controle positivo
(hipoclorito de sodio a 1%), (iii) SLC e (iv) substancia antimicrobiana extraida com butanol.
As avaliagdes foram realizadas aos 3 e 8 dias ap06s a semeadura, com mensuragdo do
comprimento das plantulas utilizando o software ImageJ v.1.53t. Para a identificagdo dos
possiveis metabolitos antimicrobianos produzidos por B. subtilis JB5, a substancia

antimicrobiana, extraida com butanol e desidratada, foi submetida a analise por FT-IR.
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Os resultados obtidos a partir da revisdo sistematica e da andlise bibliométrica sdo
apresentados no primeiro artigo, o qual relne as principais tendéncias, abordagens
metodoldgicas e microrganismos mais recorrentes em estudos sobre controle biologico. Ja o
segundo artigo contempla os dados experimentais obtidos in vitro e em testes com sementes,
destacando o desempenho da cepa Bacillus subtilis JB5 como agente antagonista frente ao
fitopatdgeno Rhizoctonia solani e sua atua¢do na promocdo do desenvolvimento inicial de
plantulas de alface. Juntos, os dois estudos oferecem uma viséo integrada da literatura atual e

da aplicacdo potencial do biocontrole.
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