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APRESENTACAO

O uso de micro-organismos na agricultura estd cada vez ganhando mais
espaco nas fazendas de todo o Brasil. Algumas espécies de bactérias e fungos
possuem inumeros beneficios, seja controlando pragas e doencas, ou promovendo
o crescimento de plantas por meio da fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico
e pela solubilizacdo de nutrientes. A producdo “on farm”, ou seja, producdo de
micro-organismos na propria fazenda, foi requlamentada em 2024 por meio da
Lei de Bioinsumos (Lei n® 15.070/2024), criando um marco histérico na agricultura
do pais.

Diante de tantos acontecimentos, o estabelecimento de procedimentos basicos
para a producdo e o controle de qualidade de insumos biolégicos é fundamental.
Esse manual visa cobrir essa lacuna, com metodologias atuais e de facil execucdo,
com informacdes sobre a morfologia, os mecanismos de a¢éo, a producéo e o
controle de qualidade das principais bactérias e fungos utilizados no controle de
pragas e doencas agricolas. Portanto, esse manual é destinado para estudantes,
técnicos, pesquisadores e profissionais das Ciéncias Bioldgicas e Agrérias que
possuam interesse em se aprofundar no conhecimento de bioinsumos de origem
microbiana.
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BACTERIAS



Um dos maiores problemas da agricultura sdo as perdas ocasionadas pelos
insetos e por fitopatdgenos. No Brasil temos condi¢des ideais para que diferentes
espécies se proliferem e caso ndo sejam controladas, podem levar a perdas
incalculaveis nas lavouras. O controle desses organismos danosos usualmente
é realizado com o uso de produtos quimicos, que além de perigosos ao meio
ambiente e a saude dos seres vivos, tem se tornado ineficientes por selecionarem
populacées de insetos e fitopatdgenos resistentes.

Uma alternativa para o controle de insetos e doencas agricolas é o uso de
bactérias benéficas. As bactérias sdo organismos procariontes, unicelulares e
que podem ser encontradas nos mais variados tipos de ambientes, inclusive em
condi¢des extremas, como temperaturas elevadas e solos extremamente acidos.
Algumas espécies podem causar doencas no homem, plantas e animais, mas
a grande maioria é benéfica e essencial para a manutencao do equilibrio de
organismos e do meio ambiente.

BACTERIAS
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INTRODUCAO GERAL

Emtodo o mundo, tem-se notado uma crescente preocupacdo com os problemas
ambientais decorrentes das diversas atividades humanas, incluindo a agricultura.
Essa preocupacdo, que se traduz na busca por uma agricultura “limpa”, alimentos
sem residuos e conservacdo dos recursos naturais, demanda novas tecnologias,
assentadas nos conceitos ecoldgicos e de sustentabilidade. O controle biolégico
se ajusta a esses conceitos, por isso vem ganhando mais espago nos ultimos anos.

Conceitua-se o controle biolégico pela reducdo da densidade de indculo ou
das atividades determinantes da doenca provocada por um patédgeno pelo uso
de um ou mais organismos, realizado naturalmente ou através da manipulacdo
do ambiente, hospedeiro ou antagonista ou, ainda, pela introdu¢do em massa
de um ou mais antagonistas. Os componentes do controle bioldgico de plantas
sdo os patdgenos, os hospedeiros e os antagonistas, interagindo num sistema
bioldgico, onde todos sofrem isolada ou conjuntamente influéncias do ambiente.
O controle bioldgico tem sido usado no manejo de varios fitopatdgenos e de
pragas presentes em diferentes sistemas agricolas, como das grandes culturas,
hortaligas, fruticultura e silvicultura.

Hoje existe uma grande quantidade de bioprodutos disponibilizados para
comercializagdo, principalmente com principio ativo a base de fungos e bactérias.
Esses produtos apresentam variabilidade em termos de formulacdo, concentracdo
do ingrediente ativo e vida de prateleira. Os bioprodutos sdo resultados de um
processo que inclui a sele¢do do agente de biocontrole, com extensiva avaliagdo da
eficacia, desenvolvimento do formulado, registro, “scale up” e avaliacdo do mercado.

Os bioprodutos podem ser aplicados diretamente no solo, em tratamento
de sementes ou, ainda, na parte aérea das plantas, tais como folhas e érgaos de
propagacdo, a depender da parte da planta que se deseja proteger. A maior parte
dos bioprodutos, além de atuar no manejo fitossanitario, também atuam como
promotores de crescimento e produtividade de plantas, produzindo uma série de
compostos capazes de solubilizar nutrientes do solo e/ou sintetizar hormonios
vegetais capazes de incrementar o metabolismo da planta.

Introducao Geral
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A demanda de bioprodutos para agricultura (bioprotetores, inoculantes,
bioestimulantes e biofertilizantes) vem se tornando cada vez maior no mercado
mundial. No ano de 2022 foi estimado em US$ 12,9 bilhées de ddlares, com projecao
da taxa composta anual de crescimento de 13,7% até 2027, devendo chegar a US$
24,6 bilhdes de ddlares em 2027. Em relacdo ao mercado brasileiro de bioprodutos,
observou-se que o mercado nacional em 2021 foi de R$ 2,27 bilhdes, representando
um crescimento de 33% em relacdo ao ano de 2020. No Brasil, a drea tratada com
produtos biolégicos em 2022 foi de 70 milhdes de hectares, colocando o pais como
o maior produtor e utilizador de produtos biolégicos no mundo.

O conceito de controle de doencas e pragas de plantas mudou nas ultimas
décadas. Anteriormente, o objetivo era eliminar completamente o organismo
danoso com o uso continuo dos agroquimicos, sem medir as consequéncias. O
uso indiscriminado dos agroquimicos provocou alteracdes no ambiente, como a
selecdo de artrépodes e patdgenos resistentes, ocorréncia de surtos de organismos
antes considerados secundarios, diminuicdo de microrganismos benéficos, além
dos efeitos nocivos ao homem, animais e na qualidade ambiental, com o crescente
acumulo de residuos no solo, na dgua e nos alimentos.

Atualmente, os principais microrganismos utilizados no controle biolégico
de pragas e doencas sdo as bactérias e os fungos, com dezenas de espécies
apresentando diferentes mecanismos de acdo em diversos alvos. Esse manual tem
como objetivo fornecer informag¢des quanto a morfologia, mecanismos de ac¢ao,
producdo e controle de qualidade de bactérias e fungos utilizados no controle
de pragas e doencas agricolas.

Introducao Geral
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MODULO 1

BACTERIAS PARA O CONTROLE
DE ARTROPODES-PRAGA

1.INTRODUCAO

As bactérias entomopatogénicas (que controlam insetos) sdo divididas em
dois grandes grupos: esporulantes (que produzem esporos) e ndo esporulantes.
Dentre as esporulantes, existem as que sdo aerdbicas, como as pertencentes ao
género Bacillus e correlatos, e as anaerdbicas, que pertencem ao género Clostridium.
As bactérias do género Bacillus e correlatos sdo as mais utilizadas no controle
bioldgico. Elas tém ocorréncia cosmopolita, sdo encontradas em todas as partes
do mundo, em varios substratos como solo, plantas, rizosfera, grdos armazenados,
insetos mortos, dentre outros. Sao bactérias gram-positivas e aerdbicas, podendo
facultativamente crescer em anaerobiose. As espécies de bactérias esporulantes
mais utilizadas sdo: Bacillus thuringiensis, Brevibacillus laterosporus, Lysinibacillus
sphaericus e Saccharopolyspora spinosa. As bactérias ndo esporulantes pertencem
a diversos géneros, cujas principais espécies sdo: Chromobacterium subtsugae,
Serratia marcescens, Pseudomonas entomophila, Pseudomonas chlororaphis e
Burkholderia cepacia.

2. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis é a bactéria mais utilizada em controle biolégico de
insetos no mundo. Ela foi isolada pela primeira vez em 1901 no Japdo onde
estava causando a morte de larvas do bicho da seda Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae). Dez anos depois, em 1911, Berliner, na cidade alema de Thuringe,
isolou a mesma bactéria que causava mortes de larvas da traca da farinha Anagasta
kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), e a chamou B. thuringiensis.

Esta bactéria produz, no momento da fase de esporulacéo, inclusdes protéicas
cristalinas denominadas cristais proteicos (Figura 1), delta endotoxinas ou proteinas
Cry e Cyt. As primeiras estirpes conhecidas eram téxicas apenas a larvas de insetos
da ordem Lepidoptera e, devido ao grande potencial de controle, foilancado
em 1938 na Franga o produto Sporeina. Nos anos 1960, o pesquisador Howard

Bactérias para o Controle de Artrépodes-Praga
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Dulmage isolou uma estirpe chamada HD-1 pertencente a subespécie kurstaki
que apresentou toxicidade de até 200 vezes superior as estirpes normalmente
utilizadas nos produtos comerciais. Essa estirpe é utilizada até hoje como base da
maioria dos produtos biolégicos a base de B. thuringiensis. Em 1977, Goldberg e
Margalit isolaram uma estirpe eficaz contra os mosquitos (Diptera). Alguns anos
mais tarde, em 1983, outra estirpe foi identificada como patogénica contra larvas
de besouros (Coleoptera).

Figura 1: Microscopia de contraste de fases de Bacillus thuringiensis
mostrando esporangios (eg), esporos (e) e cristais (c).

Existe uma grande diversidade de genes presentes em B. thuringiensis que
expressam proteinas téxicas a diversas pragas, que combinados deram origem a uma
enorme variabilidade de estirpes. Este fato estimulou a busca de novos isolados e
até os dias de hoje essa busca ainda acontece. Amostras de B. thuringiensis foram
encontradas em todas as partes do mundo, provenientes de varios substratos
como solo, 4gua, plantas, insetos mortos, teias de aranha e grdos armazenados.
Existem varias cole¢des espalhadas pelo mundo e estima-se que existam em torno
de 50.000 estirpes conhecidas até o momento. Entre estas, algumas sdo tdxicas
a lagartas, larvas de mosquito e besouro, nematoides, protozoarios, percevejos,
psilideos, gafanhotos, acaros e inclusive a células cancerigenas. Estas toxinas sdo
altamente especificas aos seus alvos, sdo indcuas ao ser humano, vertebrados e
plantas e tem efeito ndo poluente ao meio ambiente, por serem completamente
biodegradaveis.
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Bacillus thuringiensis produz diferentes fatores de viruléncia, como as
6-endotoxinas, a-exotoxina, B-exotoxina, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e
fosfolipases. Algumas estirpes produzem toxinas na fase de crescimento vegetativo,
denominadas VIP (vegetative insecticidal proteins) e SIP (secreted insecticidal
proteins), moléculas bioestimuladoras e biofertilizadoras, como fitohorménios,
proteinas solubilizadoras de fosfato e sideréforos, além de proteinas Parasporinas,
as quais exibem atividade citotdxica especifica contra células humanas de cancer.

A taxonomia de B. thuringiensis tem sido alvo de muitos estudos. Uma das
formas mais simples de identifica-lo é através da morfologia em microscépio de
contraste de fases, pois os cristais produzidos podem ser observados juntamente
com os esporos. No entanto, para uma identificacdo mais precisa, o ideal é que o
genoma dos isolados seja sequenciado. Através desta técnica, pode-se saber, além
da espécie, quais os genes de toxinas estdo presentes.

A nomenclatura das toxinas produzidas pelo B. thuringiensis é baseada
na identidade dos aminoacidos. Essa base e trabalho é realizado pelo Comité
de Nomenclatura de toxinas de B. thuringiensis, que desde 2021 mantém um
site (https://www.bpprc-db.org/home/) que estd sendo permanentemente
atualizado. Foram identificados mais de 810 genes cry, e as proteinas por eles
codificadas estdo agrupadas em 78 proteinas Cry, 39 genes cyt que codificam
3 grupos de proteinas Cyt e aproximadamente 150 genes vip que codificam 4
grupos de proteinas VIP. Nos grupos de proteinas existem quatro subcategorias:
proteinas que compartilham identidade inferior a 45% (atribuido um nimero
arabico), proteinas compartilhando identidade inferior a 78% (atribuido uma letra
maiuscula), proteinas que compartilham identidade inferior a 95% (atribuido uma
letra minuscula) e proteinas que compartilham mais de 95% de identidade (nimero
arabico), formando assim o nome da proteina. A Figura 2 ilustra a nomenclatura
das proteinas Cry.

Figura 2: Diagrama da nomenclatura para proteinas Cry: proteinas que compartilham
identidade inferior a 45% (atribuido um nimero arabico), proteinas compartilhando
identidade inferior a 78% (atribuido uma letra maiuscula), proteinas que compartilham
identidade inferior a 95% (atribuido uma letra minuscula) e proteinas que compartilham
mais de 95% de identidade (nimero arabico), formando assim o nome da proteina.
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O modo de ag¢do das toxinas Cry tem sido bastante estudado em insetos da
ordem Lepidoptera e pode ser dividido nas seguintes etapas:inicialmente as larvas
dos insetos sensiveis ingerem a protoxina. Em seguida elas sdo solubilizadas pelo
pH alcalino do intestino dos insetos e ativadas por proteases, transformando-se em
toxinas ativadas. O préximo passo é o reconhecimento, unido e insercdo da toxina
a membrana do epitélio intestinal dos insetos-alvo, formacdo dos oligdmeros e
dos poros e citdlise. O reconhecimento e unido do receptor as toxinas Cry tem sido
considerado um passo chave para toxicidade das proteinas Cry, sendo fundamental
para a especificidade ao inseto. Em 2014, Gémez e colaboradores, demonstraram
que atoxina Cry1Ab tanto em sua forma de protoxina quanto na de toxina ativada
sdo capazes de se ligar a receptores tipo caderina com afinidades semelhantes e que
dois diferentes poros foram observados. Esses dados deram inicio a novos estudos
sobre a acdo das protoxinas e toxinas permitindo a constatacdo da existéncia de um
mecanismo que foi denominado pela equipe do Dr. Tabashnik de “modelo dual”.
Esses pesquisadores demonstraram que a atividade de protoxinas, inicialmente
proposta por Gdmez e colaboradores, foi muito importante para o controle de
insetos resistentes a toxinas Cry presentes em plantas transgénicas. Desta forma,
uma mesma toxina na verdade apresenta dois principios ativos, como protoxina
e como toxina. Testes realizados tanto com a toxina quanto com a protoxina de
Cry1A para Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea e Diatraea saccharalis mostraram
inclusive que as protoxinas foram mais potentes que as toxinas ativas. Esses estudos
explicam a razdo de populacdes de Spodoptera frugiperda resistentes a plantas
Bt continuam susceptiveis a bioinseticidas Bt. Como consequéncia, bioinseticidas
a base de B. thuringiensis podem ser utilizados no controle de insetos resistentes
as toxinas presentes nos eventos transgénicos a base de toxinas dessa bactéria.

No Brasil, segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) - Agrofit, existem no mercado mais de 65 produtos a base de B. thuringiensis.
A maioria deles utiliza como base a estirpe S1450 pertencente a Colecdo de
Bactérias Entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Estes produtos comerciais tém como principios ativos as estirpes B. thuringiensis
subsp. kurstaki e B. thuringiensis subsp. aizawai, que sdo utilizados no controle de
lagartas, como Helicoverpa armigera (lagarta-do-algodao), Anticarsia gemmatalis
(lagarta da soja) Spodoptera frugiperda (lagarta-do-cartucho), Tuta absoluta (traga-
do-tomateiro) e Plutella xylostella (traga-das-cruciferas).

Existem duas cepas de Bacillus thuringiensis descritas na Especificacdo de
Referéncia do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
(Especificacdo de referéncia de nimeros 28 e 35).
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3. Lysinibacillus sphaericus

Lysinibacillus sphaericus, anteriormente denominada Bacillus sphaericus, é
uma bactéria Gram positiva e aerdbica estrita. Ela apresenta esporos esféricos
localizados na regido sub-terminal, que deformam o esporéngio dando ao mesmo
forma semelhante a uma raquete (Neide, 1904). E normalmente encontrada em
ambientes aquaticos e no solo (Figura 3).

Quase todas as espécies de mosquitos do género Culex (Diptera: Culicidae),
transmissores de filarioses, sdo altamente sensiveis ao L. sphaericus. Entretanto,
esta bactéria ndo apresenta ou apresenta pouca eficacia sobre larvas de mosquitos
do género Aedes (Diptera: Culicidae), principalmente o Aedes aegypti, transmissor
da dengue, febre amarela e outras doencas. Os mosquitos dos géneros Anopheles
(Diptera: Culicidae), transmissores da maldria, Psorophora e Mansonia, transmissores
de arboviroses também sao sensiveis.

Figura 3: Microscopia de contraste de fases de Lysinibacillus
sphaericus mostrando esporos (e) e cristais (c).
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As primeiras estirpes entomopatogénicas de L. sphaericus foram isoladas na
Califérnia a partir de larvas de Culiseta incidens (Diptera: Culicidae) e foram chamadas
de estirpes K e Q. Atualmente muitas estirpes tdxicas sdo conhecidas e muitos
trabalhos estdo concentrados nas estirpes 1593 e 2362 isoladas respectivamente
na Indonésia e na Nigéria. E importante salientar que esta Gltima serve como base
para todos os produtos comerciais a base de L. sphaericus que sdo usados para o
controle de mosquitos dos géneros Culex e Anopheles. Por ser indcua ao homem,
animais e meio ambiente, o uso desta bactéria é recomendada pela Organizacao
Mundial de Saude em programas de saude publica.

Lysinibacillus sphaericus é muito persistente e eficaz em dguas poluidas, sendo
assim, uma boa op¢ao para o combate ao mosquito urbano Culex quinquefasciatus,
que vive em aguas poluidas nas cidades das zonas tropicais e subtropicais e que
é um importante vetor da filariose de Bancroft.

Atoxicidade do L. sphaericus deve-se a presenca de cristais proteicos produzidos
durante o processo de esporulacdo. Esses cristais sdo compostos por uma toxina
binaria formada por duas proteinas de pesos moleculares de 51 e 42 kDa. Foi
descrita ainda, uma terceira toxina de 100 kDa, chamada MTX, cuja atividade
mosquitocida ndo é muito significativa.

Os cristais proteicos, uma vez ingeridos pelas larvas dos mosquitos sensiveis, sdo
solubilizados pelo pH alcalino do intestino e em seguida ativados pelas proteinases
intestinais. Este processo ativa a toxina que é reconhecida por receptores presentes
nas microvilosidades do epitélio intestinal, causando autdlise das células e morte
da larva.

Por ser uma bactéria promissora, diversos laboratérios espalhados pelo mundo
buscam novas estirpes desta bactéria que produzam diferentes toxinas ou que
estejam ja adaptadas as condicdes regionais, para que tenham melhor eficacia
em campo e possam ser usadas no manejo da resisténcia.

4. Brevibacillus laterosporus

Brevibacillus laterosporus é uma bactéria formadora de esporos pertencente
ao grupo filogenético de Brevibacillus brevis da familia Paenibacillaceae. Além
dos esporos, esta bactéria produz inclusdes parasporais tipicas em forma de canoa
que se encontra presa a um lado do esporo, facilmente visivel em microscépio de
contraste de fases. Possui ampla distribuicdo, sendo encontrada em agua, solo e
insetos.
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Brevibacillus laterosporus é uma espécie patogénica a insetos de diferentes
ordens, incluindo Coleoptera (Diabrotica spp. e Anthonomus grandis), Diptera
(Simulium vittatum, C. quinquefasciatus, A. aegypti, An. stephensi e Musca domestica)
e Lepidoptera (Anticarsia gemmatalis e Plutella xylostella), como também a
nematdides e moluscos.

A acdo inseticida de diferentes linhagens de B. laterosporus parece envolver
mecanismos semelhantes ao de B. thuringiensis como, por exemplo, a interacdo
entre as toxinas e os receptores que estao localizados no epitélio intestinal do
organismo-alvo. Posteriormente a ingestdo da toxina, ocorre o desequilibrio
osmatico e a paralisia intestinal, resultando em inanicdo, septicemia e morte. As
toxinas produzidas por B. laterosporus sao capazes de provocar a deterioracdo do
epitélio do intestino dos imaturos, desorganizacdo do citoplasma e organelas, e
lesdes na membrana celular e nas microvilosidades. Esses eventos combinados
levam a extrusdo do conteudo citoplasmatico das células do intestino do inseto
hospedeiro.

Diversos genes potenciais codificadores de toxina de invertebrados foram
identificados no genoma de B. laterosporus por sequenciamento de nova geracao
(NGS), incluindo genes cry. Entretanto, o papel destes genes na toxicidade a insetos
ainda ndo é conhecido.

Atualmente, ndo existem produtos registrados a base desta bactéria no Brasil.

5. Serratia entomophila E Serratia proteamaculans

O género Serratia (Enterobacteriaceae) contém estirpes patogénicas
a coledpteros. Essas bactérias sdo letais aos insetos-alvo quanto colonizam a
hemocele do inseto apds algum processo de lesdo ou estresse. Serratia entomophila
e S. proteamaculans sdo os agentes causadores da doenca ambar em Costelytra
zealandica, C. giveni e Pyronota sp. (Coleoptera: Scarabaeidae). Essa doenca tem
uma patologia Unica, ou seja, ap0ds a ingestao de S. entomophila, as larvas de C.
zealandica deixam de se alimentar em poucos dias; em seguida, ocorre a dissolu¢do
do intestino médio, resultando na caracteristica coloracdo ambar das larvas.

Trés genes denominados sep estdo associados a doenca ambar causada porsS.
entomophila. As proteinas Sep apresentam similaridade significativa aos complexos
de toxina que sdo produzidos pelos entomopatdgenos bacterianos Photorhabdus
luminescens e Xenorhabdus nematophila. Estas proteinas estdo associadas aos
efeitos celdmicos e ndo ha muito conhecimento sobre sua atividade.

Atualmente, ndo existem produtos comerciais registrados a base desses
microrganismos no Brasil.
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6. Pseudomonas entomophila

O género Pseudomonas compreende varias espécies de bactérias gram-
negativas, caracterizadas pela produ¢do de numerosos metabdlitos secundarios
de importancia farmacéutica, agricola e veterindria. Pseudomonas entomophila
€ uma bactéria estritamente aerdbica, com células do tipo bastonete moveis por
meio de um flagelo polar, catalase e oxidase positiva, e produz um pigmento
fluorescente, que ndo esta relacionado com a pioverdina. As col6nias exibem uma
forte atividade hemolitica em placas de dgar-sangue, uma atividade significativa
de protease em placas contendo caseina e teste positivo de gelatinase. Ela produz
diversos metabdlitos, sendo um deles a diptericina, que é altamente téxico para
larvas e adultos de Drosophila por ingestao oral.

Pseudomonas entomophila demonstrou ser patogénica para trés ordens de
insetos: Diptera (Anopheles gambiae e D. melanogaster), Lepidoptera (Bombyx
mori e Galleria mellonella) e Coleoptera (Sitophilus oryzae). A capacidade de
P. entomophila de infectar oralmente e matar larvas de espécies de insetos
pertencentes a diferentes ordens faz dela um modelo promissor para o estudo
de interagoes patdgeno-hospedeiro e para o desenvolvimento de agentes de
biocontrole contra insetos-praga. Porém, até o momento néo existem produtos
registrados a base desta bactéria.

7. Pseudomonas chlororaphis E Pseudomonas fluorescens

A combinacado de Pseudomonas chlororaphis e de Pseudomonas fluorescens tem
sido uma novidade no mercado de produtos bioldgicos pois combate diversas pragas
de importéncia agricola como a mosca branca (Bemisia tabaci), a cigarrinha do milho
(Dalbulus maidis), percevejo marrom (Euschistus heros), psilideo (Diaphorina citri),
tripes (Caliothrips brasiliensis). Esses microrganismos produzem uma variedade de
metabdlitos que interagem e matam os insetos. Além disso, controlam doencas
causadas por fungos. O mecanismo de acdo ainda ndo é muito bem conhecido,
porém a producdo de fenazinas, pirrolintrina e cianeto de hidrogénio (HCN) estdo
diretamente relacionadas a mortalidade dos insetos, prejudicando a digestdo e o
sistema nervoso. Além disso, a producao de enzimas hidroliticas como quitinases,
proteases e lipases participam ativamente na mortalidade dos insetos. A inducdo
de resisténcia sistémica em plantas também é um mecanismo que parece estar
envolvido no sucesso de controle.

Atualmente, existem dois produtos a base dessas bactérias registrados no MAPA.

Bactérias para o Controle de Artrépodes-Praga

MODULO 1

23



https://elevagro.com/blog/cigarrinha-do-milho-conheca-essa-praga-responsavel-pela-transmissao-de-doencas-importantes/
https://elevagro.com/blog/cigarrinha-do-milho-conheca-essa-praga-responsavel-pela-transmissao-de-doencas-importantes/
https://elevagro.com/blog/cigarrinha-do-milho-conheca-essa-praga-responsavel-pela-transmissao-de-doencas-importantes/
https://elevagro.com/blog/cigarrinha-do-milho-conheca-essa-praga-responsavel-pela-transmissao-de-doencas-importantes/

8. Chromobacterium subtsugae

Chromobacterium subtsugae é uma bactéria gram-negativa que tem como
caracteristicas a pigmentacao violeta e a mobilidade flagelar. Esse microrganismo
foiisolado a partir de amostras de solo de uma floresta em Maryland, nos Estados
Unidos. A pigmentacdo violeta (Figura 4), denominada violaceina, apresenta
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Essa
bactéria apresenta atividade téxica a larvas de coledpteros como Leptinotarsa
decemlineata, Aethina tumida e Diabrotica spp., de lepidopteros como P. xylostella
quando ingerida e de hemipteros como Bemisia tabaci e Nezara viridula. Além disso,
possui um gene que codifica uma proteina inseticida semelhante ao encontrado
em Pseudomonass luminescens e Xenorhabdus nematophila. A maior mortalidade
deinsetos tratados com C. subtsugae ocorre devido a uma combinacdo de células
vivas e compostos (toxinas inseticidas) presentes no meio liquido que sdo produzidos
na fase estacionaria de crescimento da bactéria.

Figura 4: Colénias de Chromobacterium subtsugae em meio de cultivo TSA onde
é possivel evidenciar a cor violeta indicando a producéo de violaceina.

O mecanismo de infeccdo de C. subtsugae nao é totalmente esclarecido,
podendo apresentar varios efeitos em insetos-praga como toxicidade oral,
repeléncia, reducao da oviposicao e da fecundidade em fémeas, além da inibicdo
da alimentacdo em individuos das ordens Hemiptera, Lepidoptera, Coleoptera,
Diptera e Acari (acaros fitéfagos) (MARTIN et al., 2007a; GOLEC et al., 2020). Sua
atividade inseticida é considerada de amplo espectro, devido aos multiplos modos
de acdo e dos diversos metabdlitos sintetizados por essa bactéria (RUIU, 2015).
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Existe um unico produto comercial chamado Grandevo® registrado nos Estados
Unidos a base dos metabdlitos de C. subtsugae, sendo recomendado para o controle
de insetos e acaros em cultivos convencionais e organicos. No Brasil ainda ndo
existem produtos registrados a base desse microrganismo nem de seus metabdlitos.

9. Saccharopolyspora spinosa

Saccharopolyspora spinosa € uma actinobactéria isolada nos anos 80 a partir de
amostras coletadas nasilhas Virgens (Figura 5). A atividade inseticida desta bactéria
se deve a producao de substancias chamadas espinosinas durante o processo de
fermentacdo aerdbica deste microrganismo. Existem nove tipos de espinosinas,
entretanto as que apresentam maior atividade inseticida sdo as espinosinas A e D.

Figura 5. Col6nias de Saccharopolyspora spinosa em meio
de cultura TSA apds 7 dias de incubacao.

As espinosinas tém sido utilizadas na agricultura contra insetos das ordens
Diptera, Lepidoptera e Coleoptera. Apds a ingestdo essas substancias atuam nos
receptores nicotinicos de acetilcolina e nos receptores do acido gama aminobutirico
(GABA) no sistema nervoso, causando hiperexcitabilidade, levando os insetos a
morte. Os produtos registrados hoje sdo a base de seus metabdlitos e ndo ha
nenhum produto contendo as bactérias vivas.
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MODULO 2

BACTERIAS PARA O CONTROLE
DE DOENCAS DE PLANTAS

1.INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas de plantas causadas por fitopatdgenos consiste em
um dos principais problemas fitossanitarios na producdo vegetal. Dentre eles, os
fungos, bactérias, virus e nematoides sdo os principais agentes patogénicos e sdo
responsaveis por mais de 99% das doencas de plantas. Caso medidas de controle
nao sejam adotadas, as perdas na producdo causadas por esses patdgenos podem
chegar a 100%.

Atualmente, o principal método de controle de doencas de plantas consiste no
uso de defensivos quimicos, o que acarreta problemas relacionados a contaminacdo
do meio ambiente e de animais, selecdo de populagdes resistentes e a permanéncia
de residuos toxicos nos alimentos produzidos. Umas das solu¢des para diminuir a
aplicacdo dessas substancias consiste no uso de microrganismos benéficos, dentre
eles fungos e bactérias, que sdo encontradas e isoladas do ambiente.

2. USO DE BACTERIAS NO CONTROLE DE DOENGAS DE PLANTAS

Diversos géneros bacterianos apresentam grande potencial para serem
utilizados como antagonistas de fitopatdgenos, através de trés principais
mecanismos de acdo: antagonismo por antibiose, indu¢do de resisténcia sistémica
e pela competicdo por nutrientes e nichos com outros microrganismos (Figura 6).

O antagonismo consiste na acdo direta de compostos produzidos pela bactéria
sobre o patégeno. Dentre os compostos produzidos estdo os lipopeptideos, que
incluem as surfactinas, iturinas e fengicinas, além de proteinas e produtos nao-
peptidicos, que atuam diretamente nas estruturas dos patdgenos. Ja a inducdo
de resisténcia sistémica ativa a defesa da planta por meio da producdo de acido
jasmonico e acido salicilico, atuando contra o estabelecimento de fitopatégenos na
planta. Por fim, na competicdo por espaco e nutrientes, a bactéria utiliza exsudatos
radiculares para se multiplicar e consequentemente colonizar a rizosfera, ndo
permitindo que outros organismos se desenvolvam facilmente.
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Figura 6. Mecanismos de controle biolégico de doencas de plantas induzidos por bactérias
[baseado em Lugtenberg e Kamilova (2009), com modificacdes]. A) Antibiose: colonizagdo
da bactéria durante o crescimento radicular e fornecimento de compostos antibidticos
ao redor das raizes, conferindo protecdo direta contra fitopatégenos. B) Inducdo de
Resisténcia Sistémica: fortalecimento da planta através da producdo de sideréforos
e fitohormonios. C) Competicdo por nutrientes e nichos com outros organismos.

Dentre as principais bactérias que sdo utilizadas como antagonistas de
patdgenos, estdo as do género Bacillus, Priestia, Pseudomonas e Pasteuria. Uma
s6 espécie bacteriana pode ter varios mecanismos de a¢do e produzir diferentes
metabdlitos, o que potencializa a recomendac¢éo do uso desses microrganismos
no campo, além de serem inofensivas para o meio ambiente e para o homem.

3. GENEROS Bacillus, Cytobacillus E Priestia

Os géneros Bacillus, Cytobacillus e Priestia sdo compostos por espécies Gram
positivas, com células vegetativas do tipo bastonetes e sdo capazes de formar
enddsporos, que sdo células que conferem resisténcia as condi¢des adversas do
ambiente. Os esporos, quando em situa¢des favoraveis, germinam e resultam na
multiplicacdo do microrganismo. A capacidade de formar esporos confere aos dois
géneros uma vantagem no uso como bioinsumos, sobretudo devido ao aumento
do tempo de prateleira.
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Tanto Bacillus spp. quanto Priestia spp. e Cytobacillus spp. possuem
representantes que sdo capazes de produzir uma grande variedade de metabdlitos
que inibem ou danificam as estruturas dos patégenos, podendo ser utilizadas para
controlar sobretudo fungos, bactérias e nematoides fitopatogénicos. As principais
espécies de Bacillus (B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. velezensis e B.
licheniformis), Cytobacillus (C. firmus) e Priestia (P. megaterium e P. aryabhattai)
utilizadas na agricultura podem ser melhor entendidas nos tépicos a seguir.

3.1. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis € uma das espécies bacterianas mais estudadas e mais utilizadas
no controle bioldgico de doencas de plantas. E uma bactéria facilmente encontrada
na natureza e que pode se adaptar a diversas mudancas ambientais. Por ser
uma espécie comumente associada a rizosfera de plantas, ela é conhecida como
Rizobactéria Promotora de Crescimento de Plantas (RPCP), podendo, entao, ser
utilizada como um biofertilizante natural para mitigar estresses bidticos e abidticos.

A colonizag¢do realizada pela bactéria com a raiz da planta resulta em um
beneficio mutuo, na qual as plantas oferecem carbono e nutrientes para as bactérias
e, em contrapartida, as bactérias excretam metabdlitos que estimulam o crescimento
e desenvolvimento das plantas, protegendo-as de condicoes adversas (como altas
temperaturas, salinidade, secas prolongadas, acidez do solo, entre outros) e de
fitopatdgenos.

Diversos estudos demonstraram a eficiéncia de estirpes de B. subtilis em
controlar patégenos de solo (como fungos, bactérias e nematoides) e de parte
aérea (sobretudo fungos) em diversas culturas. Para que ocorra doenca em plantas,
trés fatores devem acontecer e estarem alinhados: o patégeno deve ser virulento;
o ambiente deve ser favordvel para que ocorra a doenca; e a hospedeira deve ser
suscetivel. Todos esses fatores juntos sdo conhecidos como “triangulo da doenca”.
B. subtilis pode afetar esses trés fatores direta ou indiretamente, diminuindo a
incidéncia e a severidade de doencas.

Seus metabdlitos possuem propriedades antimicrobianas bem conhecidas,
como lipopeptideos biossurfactantes, bacteriocinas e quitinases, além de produzir
fitorhomonios que estimulam o crescimento e o desenvolvimento vegetal, como
auxinas e citocininas.

Diversos fungos fitopatogénicos, incluindo de solo e de parte aérea, foram
controlados em condig¢des de laboratdrio, casa de vegetacdo e de campo com o uso
de B. subtilis. Dentre os fungos de solo mais notaveis, tém-se as espécies Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii, todos
patdgenos importantes em diversos cultivos vegetais, capazes de causar grandes
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danos e perdas. Patégenos importantes de parte aérea como os fungos Alternaria
solani, Colletotrichum gloeosporioides, Phakopsora pachyrhizi, Septoria glycines e
Hemileia vastatrix também foram controlados com o uso da bactéria.

3.2. Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens é uma bactéria encontrada em diferentes tipos de
ambientes, incluindo alimentos (produtos frescos e alimentos secos), plantas, fezes
de animais, dgua e principalmente de forma livre no solo. Assim como B. subtilis,
B. amyloliquefaciens também é considerada um RPCP.

Diversos metabdlitos secundarios produzidos por B. amyloliquefaciens ja
foram descritos, como lipopeptideos biossurfactantes do tipo surfactina, iturina
e fengicina, fitohormdnios, como o 4cido indolacético, que sdo responsaveis pelo
crescimento de plantas, antibidticos e hidrolases, sideréforos que solubilizam
ferro e potdssio, e também ajudam na fixagdo de nitrogénio atmosférico. Além
disso, essa espécie bacteriana também é capaz de produzir compostos organicos
volateis, responsdveis pela supressdo de patégenos de solo e pelo incremento
indireto de nutrientes (Figura 7).

Pesquisas com o uso de estirpes de B. amyloliquefaciens contra fitopatégenos
foliares e de solo estdo em expansao e cada vez mais frequentes, apresentando emsua
maioria resultados positivos. Ja foi comprovada a¢ao toxica de B. amyloliquefaciens
contra oomicetos (Pythium), bactérias (Streptomyces e Xanthomonas), fungos
(Alternaria, Colletotrichum, Fusarium, entre outros) e nematoides (Heterodera,
Meloidogyne e Pratylenchus).

Inducao de Resisténcia 2 Patogenos

Promocao de Crescimento

‘ Compostos Orgéinicos Volateis

' Patogenos

Tolerancia a
Estresses Abidticos

@ Bacillus amyloliquefaciens t

Fitohormdénios

Comunidade
Microbiana do Solo

Nutrientes do Solo

= =

Figura 7. Beneficios promovidos pela bactéria Bacillus amyloliquefaciens
para as plantas e para o solo (baseado em Lin et al., 2022).
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3.3. Bacillus pumilus

Bacillus pumilus é uma bactéria gram-positiva movel do tipo bastonete, aerébia
e formadora de enddsporos subterminais. Os esporos de B. pumilus sdo altamente
resistentes, inclusive em condi¢des extremas como a de altas concentracoes de
H,O, (5% por 60 minutos) e de irradiacdo UV simulada em condi¢6es analogas a
de Marte.

Bacillus pumilus é encontrada em principalmente no solo e também é
considerada uma RPCP. J4 foi comprovado que B. pumilus é capaz de formar
biofilmes ao redor das raizes de plantas de trigo e arroz, reduzindo condicoes
de estresse provocados por excesso de sais no solo. Além de ser encontrada na
rizosfera das plantas, B. pumilus também ja foi relatado como endofitico em flores
e arvores e também como epifitico em plantas de arroz, apresentando, em ambos
os casos, efeitos benéficos para as plantas.

Pesquisadores identificaram e classificaram trinta e dois compostos orgénicos
volateis produzidos por uma estirpe de B. pumilus com grande atividade antifungica,
incluindo etandis e cetonas. Fitohorménios também sao produzidos por B. pumilus,
como giberelinas e auxinas, hormonios esses importantes no crescimento e
desenvolvimento vegetal. Além disso, essa RPCP é capaz de induzir a fixagdo de
nitrogénio atmosférico, produzir amoénia e sideréforos e solubilizar foésforo.

Bacillus pumilus age principalmente por antibiose, competicdo e inducédo
de resisténcia. Os compostos produzidos pela bactéria afetam diretamente ou
indiretamente os microrganismos patogénicos, causando efeitos deletérios na
morfologia ou interferindo no seu metabolismo. Diversas doencas fungicas foram
controladas com o uso de B. pumilus, incluindo patégenos foliares e de solo, como
aferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi), o mofo-branco em couve-flor
(Sclerotinia sclerotiorum), mal-do-pé do trigo (Gaeumannomyces graminis var.
tritici). Em condi¢des de casa de vegetacdo, um isolado de B. pumilus foi eficaz
na supressdo da bactéria Xanthomonas vesicatoria, agente causal da mancha-
bacteriana, e de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, agente causal da murcha-
de-Fusarium, ambos em tomateiro.

3.4. Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis é encontrada principalmente na rizosfera de plantas
formando associa¢des benéficas. Por ser uma RPCP, B. licheniformis atua como
um biofertilizante natural, produzindo e metabolizando diversos compostos que
auxiliam no desenvolvimento das plantas. Biofilmes também sao formados por
B. licheniformis ao redor das raizes de plantas em conjunto com outras bactérias,
formando uma comunidade que inibe o ataque de organismos danosos, além de
protegé-las de condi¢des de estresse abidtico.
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Além de promoverem o crescimento de diversos vegetais, estirpes de B.
licheniformis sdo comprovadamente toxicas a oomicetos, fungos e nematoides,
reduzindo a severidade e a incidéncia de doencas provocadas por esses patégenos
em plantas. Além de compostos antimicrobianos, Bacillus licheniformis também é
capaz de solubilizar fosfato, sintetizar fitohormdénios como o acido indolacético
(relacionado ao crescimento de plantas), sideréforos e também produzir a enzima
aminociclopropano deaminase, reduzindo a sintese de etileno e promovendo
o crescimento de plantas. Atualmente os produtos registrados a base de B.
licheniformis sdo para uso como bionematicidas.

3.5. Bacillus velezensis

Bacillus velezensis é uma espécie que tem ganhado destaque no uso de controle
de patdgenos, especialmente de fungos fitopatogénicos. Além disso, a sua habilidade
de controle estd sendo expandida também para os insetos, apresentando taxas
de controle superiores a 80% contra algumas lagartas, como Diatraea saccharalis.
Assim como as outras espécies de Bacillus, isolados de B. velezensis sao capazes
de produzir diversos metabdlitos, incluindo enzimas hidroliticas (como proteases,
catalases, amilases, quitinases e outros), exopolissacarideos, e lipopeptideos como
iturinas, fengicinas, surfactinas e outros. Bacillus velezensis uma espécie que tem
ganhado destaque pela sua ampla habilidade de inibir fitopatégenos, como pode
ser visualizado na figura 8.

Figura 8. Inibicdo do crescimento de Fusarium spp por Bacillus velezensis
em placa (fungo ao centro e a bactéria nas quatro extremidades).

3.6. Cytobacillus firmus

Cytobacillus firmus é uma bactéria esporulante encontrada no solo que
anteriormente era alocada no género Bacillus e que, apds analises moleculares,
foi proposto um novo género para alocar algumas espécies. Cytobacillus firmus
apresenta células vegetativas, esporangios e esporos menores quando comparadas
com as espécies de Bacillus (figura 9). E uma espécie que apresenta efeito supressor
em popula¢des de nematoides fitopatogénicos, com grande eficiéncia de controle.
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Seu principal mecanismo de acdo envolve a producdo de metabdlitos
secunddrios que interferem na eclosdo de juvenis e na orientacdo da migracdo
dos mesmos no sentido das raizes, impedindo o processo de infeccdo e ocorréncia
de doencas. Além disso, cepas de C. firmus sdo capazes de parasitar agentes
patogénicos, competir com outros microrganismos por espaco e nutrientes, induzir
resisténcia sistémica em plantas e promover o crescimento de plantas através da
producdo de fitohormonios e compostos organicos volateis.

Atualmente ha dois produtos a base de C. firmus registrados no Brasil para
controle de nematoides (Pratylenchus brachyurus e Meloidogyne incognita).

Figura 9. Microscopia de Cytobacillus firmus em microscépio de contraste de
fase mostrando células vegetativas (cv), esporangios (eg) e esporos (ep).

3.7. Priestia megaterium

Anteriormente pertencente ao género Bacillus, a espécie foi reclassificada
para o género Priestia juntamente com outras sete espécies por meio de analises
filogenéticas e comparagdo dos genomas. Priestia megaterium é encontrada
em principalmente no solo, mas também em dgua doce, 4gua salgada, mel, vinho,
peixes, como endofiticos e endofiticos de plantas e em insetos vivos e mortos.

Assim como outras espécies da familia Bacillaceae, P. megaterium possui
uma grande habilidade fisiolégica e metabdlica. Os principais metabdlitos
antimicrobianos produzidos pela bactéria consistem nos lipopeptideos, como
as surfactinas, iturinas e fengincinas, que possuem grande atividade antifungica
e antibacteriana. Alguns pesquisadores sugerem que esses compostos também
induzem resisténcia e promovem o crescimento de plantas.
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Assim como outras rizobactérias, P. megaterium também é capaz de produzir
fitohormonios responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal, como
auxinas, acido abscisico e citocininas. Priestia megaterium age diretamente sobre os
organismos por meio de antibiose, onde os seus metabdlitos afetam o crescimento
e o desenvolvimento de patdgenos, e também indiretamente através da promocao
de crescimento de plantas, tornando-as mais vigorosas e resistente ao ataque de
fungos, bactérias e nematoides fitopatogénicos.

3.8. Priestia aryabhattai

Priestia aryabhattai é uma bactéria encontrada sobretudo no solo e que
atualmente é usada principalmente para evitar situacdes de estresse ambiental,
como restricdo hidrica, excesso de sais e presenca de metais pesados. Sua acdo
ocorre principalmente pela producao de exopolissacarideos extracelulares que
formam biofilmes nas raizes das plantas, mantendo a umidade. Assim como as
espécies anteriores, P. aryabhattai também é considerada uma bactéria promotora
de crescimento vegetal e pode ser encontrada de forma endofitica nas plantas.

De maneira geral, P. aryabhattai promove o crescimento e aumento da superficie
radicular, beneficiando a absor¢do de dgua e nutrientes pela planta, tornando-a
mais tolerante a seca. Algumas cepas sdo capazes de solubilizar nutrientes minerais
como fésforo, potassio e zinco e produzir acido indol acético, ACC deaminase,
amoénia e sideréforos. Por estimular o crescimento e desenvolvimento das plantas,
P. aryabhattai também pode induzir resisténcia sistémica contra fitopatdgenos e
reduzir a popula¢do destes por meio da competicdo por nutrientes.

4. Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens é uma bactéria Gram negativa que ndo forma esporos,
portanto resiste menos as condi¢des ambientais desfavoraveis, ao contrario dos
Bacillus e Priestia, porém apresenta propriedades interessantes para uso no controle
bioldgico de doencas. E uma bactéria facilmente encontrada no solo, 4gua e na
superficie de plantas, vivendo em uma relacdo comensal na qual utiliza exsudatos
vegetais e sobrevive em condi¢des ambientais adversas. Em contrapartida, a bactéria
protege a planta contra fitopatdgenos, altera processos fisioldgicos, degrada
poluentes ambientais e facilita o acesso a nutrientes importantes.

Alguns metabdlitos produzidos por P. fluorescens sao diferentes dos que sdo
normalmente encontrados em Bacillus e Priestia, o que estimula o uso de forma
isolada ou em conjunto com outras bactérias. Dentre os principais compostos
ja isolados, estdo antibidticos, cianeto de hidrogénio e sideréforos piochelina e
pioverdina, que confere luminescéncia sob luz ultravioleta (figura 10), que inibem
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o crescimento e a multiplicacdo de patégenos de solo, incluindo microorganismos
importantes como Rhizoctonia solani, Pythium spp., Sclerotinia spp. e Erwinia
carotovora.

Figura 10. Col6nias luminescentes de Pseudomonas fluorescens sob luz ultravioleta.

5. Pasteuria penetrans E Pasteuria nishizawae

Pasteuria é uma bactéria formadora de enddsporos reconhecidamente
endoparasita de nematoides. Apesar de ser altamente eficiente e com grandes taxas
de controle, a bactéria apresenta restricdo quanto as popula¢des dos nematoides,
que frequentemente variam no campo, apresentando, assim, grande especificidade
quanto ao hospedeiro.

Afixacao dos esporos de Pasteuria na cuticula dos nematoides é determinante
para que o parasitismo tenha sucesso e parece haver caracteristicas moleculares
envolvidas nesse processo. Outro ponto importante que deve ser observado esta
relacionado com a textura do solo, que implica diretamente no sucesso do uso da
bactéria. Atualmente ha dois produtos registrados a base de Pasteuria nishizawae,
com eficiéncia comprovada contra o nematoide-de-cisto (Heterodera glycines).
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MODULO 3

PRODUCAO DE BACTERIAS EM
BIOFABRICAS “ON FARM”

1. Introducao

O cultivo em biofabricas “On Farm” ndo usa muitos dos parametros que sao
utilizados nos biorreatores e muitas variaveis ndo sdo totalmente controladas, como
atemperatura e o pH. Portanto, é imprescindivel que se faca uma boa sanitizacdo
do tanque, use dgua e inéculo de boa procedéncia, meios de cultivo livres de
contaminantes e que se mantenha boas praticas de higiene ao longo do processo.

2. Sanitizacao do tanque e das pecas

Antes de iniciar o processo de multiplicacdo, é imprescindivel que o tanque de
multiplicagdo esteja limpo e livre de contaminacdes. Para isso, produtos sanitizantes
devem ser utilizados, como acidos e detergentes. Além disso, uma boa limpeza
mecanica é necessaria para que sejam retirados resquicios de biofilmes e de restos
de multiplicagdes anteriores.

As pecas removiveis, como o saca-amostra, suspiro, mangueiras, spray-ball
e outros, também devem ser limpos e sanitizados. A sanitizacdo pode ser feita
com produtos quimicos apropriados tais como detergentes alcalinos e acidos, a
depender da necessidade.

3. Agua da multiplicacdo

A dgua de multiplicagdo deve ser de boa procedéncia, com a menor presenca
de contaminantes possivel. Em muitas situa¢des no Brasil isso ndo acontece, sendo
necessdria a utilizacdo de produtos quimicos e/ou métodos fisicos que visam limpar
a dgua e deixa-la livre de microrganismos e materiais em suspensao.

Producéo de Bactérias em Biofabricas “On Farm”

MODULO 3

35




4. Meio de cultura

Assim como os biorreatores, o meio de cultura é muito importante para que se
obtenha sucesso na multiplicagdo em biofabricas. Devem-se usar meios especificos
para cada espécie ou grupo de espécies bacterianas, favorecendo e reduzindo o
tempo de multiplicacdo. Além disso, o meio de cultivo pode ser esterilizado com
radiacdo.

5. Qualidade do in6culo

O indculo utilizado nas biofabricas deve ser livre de contaminantes e com a
concentracdo minima aceitavel (normalmente 1,0 x 108 UFC/mL). O inéculo deve
passar por um controle de qualidade, atestando a sua pureza e concentragdo.

6. Multiplicacdo nas biofabricas

A multiplicagdo nas biofabricas se inicia com o processo de limpeza dos tanques.
Apds isso, a dgua da multiplicacdo pode ou ndo ser limpa, a depender das condi¢es
observadas. Caso seja necessario, a dgua é limpa com o uso do sanitizante e
posteriormente neutralizada.

O meio de cultura é entdo adicionado, o pH é ajustado para 7,0 e o inéculo é
colocado no tanque. Além disso, é importante adicionar anti-espuma no inicio do
processo de multiplicacdo. Como foi mencionado anteriormente, alguns parametros
como o pH e a OD ndo sdo medidos durante o processo de multiplicacdo. Para
medir o pH, amostras do multiplicado devem ser retiradas pelo saca-amostra.

O processo de multiplicacdo deve ser acompanhado por meio da visualiza¢do
em microscépio e plaqueamento. Recomenda-se retirar amostras apds 8h, 16h e
24h de multiplicacdo. Dependendo da espécie bacteriana, esse periodo pode ser
estendido até 48 horas de multiplicacdo. Apds a multiplicacdo, o processo é parado.

Atualmente, as principais espécies bacterianas produzidas em biofabricas on
farm sdo: Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
velezensis, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Priestia aryabhattai, Priestia
megaterium, Chromobacterium subtsugae, Azospirillum brasilense e Pseudomonas
fluorescens.

Trabalhos realizados pelo nosso grupo demonstraram que a qualidade da
producdo de B. thuringiensis em biofabricas, pode ser semelhante a qualidade
dos produtos comerciais, inclusive apresentando CL50 comparavel, o que podera
levar a reducdo de doses dos produtos “On Farm” em campo.
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MODULO 4

CONTROLE DE QUALIDADE DE PRODUTOS
BIOLOGICOS A BASE DE BACTERIAS
UTILIZADAS COMO BIOINSUMOS

1. CRITERIOS NECESSARIOS PARA A REALIZAGCAO
DO CONTROLE DE QUALIDADE

1.1. Qualidade do estoque da estirpe que sera multiplicada

As estirpes microbianas a serem multiplicadas devem ser originarias de Colecoes
de Culturas confidveis e que sigam critérios de qualidade rigorosos, tais como,
estarem puras, sejam conservadas em pelo menos dois métodos de preservacdo
diferentes, sigam procedimentos operacionais padrao de qualidade e que estejam
registradas no SISGEN.

Para que a pureza das amostras seja constatada, elas devem ser semeadas
em forma de estrias, com uma alca estéril, em placas contendo meios TSA (Agar
Triptona de Soja) e HiCrome Bacillus agar (a figura 11 mostra o crescimento de
Bacillus thuringiensis nesses dois meios). Em seguida, devem ser fechadas com filme
plastico e incubadas em estufa de crescimento a temperatura de 30 + 4°C por 18
a 36 horas, a depender da espécie bacteriana. O meio TSA propicia o crescimento
da maioria das bactérias, incluindo as espécies de Bacillus e permite também a
observacdo de outros microrganismos. O meio HiCrome é um meio cromogénico
onde as colonias de B. thuringiensis e B. subtilis apresentam-se esverdeadas, de
Priestia megaterium e P. aryabathaii apresentam-se amarelo, de B. pumilus verde
com centro esbranquicado, de B. velezensis esbranquicado com aspecto cotonoso,
por exemplo (Figura 12).
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Figura 12. Estrias de P. megaterium (A), B. subtilis (B), B.
pumilus (C) e B. velezensis (D) em meio HiCrome.
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1.2. Qualidade dos inéculos produzidos com
os diferentes microrganismos

Uma vez inoculados, os microrganismos devem ser avaliados para que se possa
garantir a pureza e qualidade dos mesmos. Para isso, as amostras devem ser coletadas
ao final do processo de producdo do inéculo e analisadas morfologicamente em
microscépio de contraste de fases com aumento de 1000x e/ou em microscopio
Sptico com coloracdo de Gram. Para isso, deve-se levar a amostra coletada para
a capela de fluxo laminar previamente limpa com alcool 70% e esterilizada por
20 min em luz UV. Com uma micropipeta ou pipeta estéril, colocar uma gota da
bactéria em lamina e cobrir com uma laminula. Adicionar uma gota de éleo de
imersdo sobre a laminula e realizar a visualizacdo das amostras sob microscépio.
A Figura 13 apresenta uma amostra de B. thuringiensis observado a fresco em
microscépio de contraste de fases e observado apds coloragdo de Gram.
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Figura 13. Observacao de células de Bacillus thuringiensis em microscopio de contraste
de fases (esquerda) e com coloracdo de Gram (direita) (aumento de 1000x).

As principais caracteristicas que devem ser checadas na microscopia sao:
tamanho e forma da célula vegetativa, forma e posicdo do esporo, motilidade e
no caso do B. thuringiensis, também, a presenca de corpos paraesporais/cristais.
As informacgbes referentes a cada espécie do género Bacillus estdo especificadas
na Tabela 1.
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Célula

Bacillus / Priestia Vegetativa (um) Esporangio Esporo Cristal Motilidade
L Pequena a . ;o . .
B. thuringiensis grande (3-5) Subterminal Eliptico Sim Sim
B. subtilis Pequena Subterminal Eliptico- N&o Sim
. (2-3) redondo
B. amyloliquefaciens Pequena Central Eliptico- Nao Sim
’ (1,8-3) alongado
. Pequena . Eliptico ~ .
B. pumilus Subterminal Nao Sim
(2-3) pequeno
B. licheniformis Pequena Subterminal E|!ptlc.0- Nao Sim
(1,5-3) cilindrico
. Pequena Bastonete- = ]
B. velezensis (1.8-2.7) Central curto Nao Sim
; Grande Bastonete- < .
P. megaterium (até 10) Central grande Nao Sim
P. aryabhattai Pequena a Central Eliptico Néao Sim

grande (2,5-5)

Tabela 1: Caracteristicas morfoldgicas visualizadas no microscopio de contraste
de fases dos principais Bacillus e Priestia utilizados na agricultura.

Para confirmar a pureza, as amostras devem ser sesmeadas em forma de estrias,
conforme descrito no item 5.1.

1.3. Controle de qualidade de bioprodutos

1.3.1. Procedimento para identificacdo morfoldgica das bactérias

O procedimento utilizado nesta etapa é o mesmo descrito no item 5.1.1.

1.3.2. Procedimento para determinacao de pH

O pH da amostra pode ser determinado através do uso de equipamento
pHmetro, indicadores ou fitas de pH. O procedimento mais comum e eficaz é
através do uso de um pHmetro. Para isso, deve-se coletar 100 mL da amostra, no
caso de produtos liquidos e no caso de amostras sélidas, deve-se diluir 1 grama
em 100 mL de dgua destilada. Em seguida, retirar o eletrodo da solucdo de KCl
(onde ele é normalmente conservado), lavar com dgua destilada, secar com papel
macio (sem esfregar) e inseri-lo na amostra. Fazer a leitura apds a estabilizacdo
no mostrador do pHmetro.
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1.3.3. Procedimento para determina¢do do nimero
de unidades formadoras de colonias (UFC)

Para a realizacdo deste ensaio, é necessario que as amostras sejam diluidas
de forma decimal. No caso de amostras liquidas as diluicdes devem ser realizadas
diretamente a partir das amostras, no caso de amostras solidas, deve-se pesar 1
g em balanca de precisdo e transferir o conteudo pesado para o tubo de ensaio
com 9 mL de solucdo salina com 0,01% de Tween 80 (v/v).

No caso das amostras de Bacillus spp, o nimero de UFC deve ser calculado
em funcdo do numero de esporos. Para isso deve-se coletar 1 mL da amostra em
microtubo tipo eppendorf e submeter a choque térmico em placa aquecedora ou
banho maria por 80° C por 12 minutos seguido de banho de gelo por 5 minutos. Desta
forma, todas as células vegetativas irdo morrer e apenas os esporos continuarao
vidveis. As diluicdes decimais devem ser iniciadas a partir dessas amostras.

Para a execucdo das diluicdes seriadas deve-se transferir 1 mL da solucdo
do tubo 1 para o tubo 2, homogeneizar no agitador de tubos e repetir este
procedimento até o ultimo tubo, sempre homogeneizando cada solugdo antes
da transferéncia para o proximo tubo. A cada tubo, a ponteira da pipeta deve ser
trocada por outra estéril. Depois de realizadas todas as dilui¢des, semear 100 pL
de cada uma das dilui¢des em placas de Petri com meio adequado a cada espécie.
Para cada diluicdo devem ser semeadas 3 placas. Finalmente espalhar, com alca
de Drigalsky, a solucdo sobre toda a superficie do meio de cultura, fechar a placa
de Petri e vedar com filme plastico (Figura 14).
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Figura 14. Esquema do preparo das diluicoes seriadas
decimais e inoculacdo em placas de Petri.

Controle de Qualidade de Produtos Bioldgicos a Base de Bactérias Utilizadas como Bioinsumos

MODULO 4

41




As placas deverdo serincubadas em estufa bacterioldgica a temperatura de 30
+4°Cpor 16 a 24 horas. Em seguida, retirar as placas da estufa e contar o nimero
de coldnias de cada uma das dilui¢bes, a fim de calcular o niumero de unidades
formadoras de col6nias. Apenas as placas que apresentarem de 30 a 300 colbnias
de bactérias devem ser contadas.

Para a determina¢do do numero de unidades formadoras de col6énia por mL,
deve-se multiplicar o n® de col6nias pela diluicdo que a placa representa e pela
quantidade de suspensdo semeada na placa. Por exemplo: na diluicdo 10-3foram
contadas 180 col6nias. O calculo serd: 180 (numero de UFC por placa) x 1.000 (fator
de diluicdo) x 10 (conversao de pL para mL) = 1,8 x 10° col6nias/mL.

As trés placas devem ser contadas e o resultado final sera a média dos valores.

1.3.4. Procedimento para determinacdo da presenca de contaminantes

E muito importante que os produtos biolégicos ndo contenham microrganismos
perigosos, assim, devem ser realizados testes especificos para detecta-los. Existem
meios de cultivo seletivos que podem rapidamente detectar a presenca desses
microrganismos. Na tabela 2 estao listados quais microrganismos devem ser
investigados segundo a Portaria Conjuntan.01 de 10 de abril de 2023 no produto
formulado, quais os meios de cultivo apropriados para sua deteccdo e qual a
quantidade aceitavel para estar presente nos produtos.

Esta avaliacdo deve ser realizada através da determinacdo da concentracdo
total de células vidveis pela técnica de semeadura em diferentes meios de cultivo
seletivos e posterior contagem das unidades formadoras de colonia.

Microrganismo Especificacdo Meio de cultura
Salmonella sp. Auséncia em 25 g ou mL Agar Verde-Brilhante
Coliformes Agar Bile Cristal-Violeta

Até 10° UFC/g oumL

termotolerantes Vermelho Neutro

Staphylococcus

- Até 10° UFC/g ou mL Agar Baird Parker
coagulase positiva

Tabela 2: microrganismos indesejaveis, quantidade aceitavel para estar
presente nos produtos e meios de cultivo apropriados para sua detec¢ao.

Para a execucdo do ensaio, os meios de cultura Agar Verde-Brilhante, Agar
Bile Cristal-Violeta Vermelho Neutro e Agar Baird Parker deveréo ser preparados
de acordo com a recomendacdo dos diferentes fabricantes.
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Em seguida, as suspensdes-mae devem ser preparadas. Para isso, no caso
de produto bioldgico sélido, preparar a suspensao, diluindo 1 g do bioproduto
em 9 mL de solu¢do salina. No caso de produto biolégico liquido, diluir 1 mL do
bioproduto em 9 mL de solucdo salina. As amostras devem ser diluidas até 103 e
entdo 0,1 mL de cada amostra deve ser inoculada em placas de Petri com o meio
de cultura especifico para a deteccdo de cada microrganismo. Semear 3 placas, ou
seja, realizar 3 repeticdes para a diluicdo 10-3. Finalmente espalhar, com alca de
Drigalsky, a solucao sobre toda a superficie do meio de cultura, fechar a placa de
Petri e vedar com filme plastico e incubar em temperatura apropriada.
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PARTE

FUNGOS



Os fungos constituem um grupo de organismos filogeneticamente diverso,
heterotréficos, eucaridticos, unicelulares ou multicelulares (filamentosos) que se
reproduzem por meio de esporos sexuados e/ou assexuados. Além disso, possuem
células com quitina e geralmente ndo sdo méveis. Podem ser encontrados nos mais
variados tipos de ambientes, como solo, rizosfera, plantas, dgua, insetos, animais,
entre outros. Portanto, o fato de serem organismos existentes extensivamente em
habitats naturais indica que ndo representam uma ameaca ao meio ambiente.

Embora os produtos a base de fungos necessitem de mais tempo para controlar
as pragas e patégenos em comparagdo com pesticidas quimicos, eles possuem
baixa toxicidade para mamiferos, sdo especificos quanto ao hospedeiro e sdo
ecologicamente amigdveis ao meio ambiente. Esses atributos os tornam atraentes
dentro da nova estrutura do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Portanto, a segunda
parte deste livro tem como objetivo apresentar e descrever os principais fungos
utilizados no controle de pragas e doencas de plantas, além de fornecer informacgoes
sobre seu modo de acao, producdo em larga escala e seu controle de qualidade.
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MODULO 1

FUNGOS PARA O CONTROLE
DE ARTROPODES-PRAGA

1.INTRODUCAO

O termo entomopatogénico refere-se aqueles microrganismos capazes de
atacar insetos e acaros utilizando-os como hospedeiros para desenvolver parte de
seu ciclo de vida, reduzindo as populacdes dos organismos danosos a niveis que ndo
causem prejuizos econdmicos as culturas, ou aqueles que sdo um meio de controle na
reducdo de vetores de doencas. Também sdo definidos como parasitas facultativos
ou obrigatdrios de insetos, com alta capacidade de esporulacdo e sobrevivéncia
e constituem um grupo de grande interesse para o controle bioldgico de insetos.
Quando nédo causam danos as plantas e a mortalidade de pragas é constatada,
os pesticidas fungicos sdo considerados eficazes. Os fungos entomopatogénicos
persistem no ambiente, pois podem se desenvolver em cadaveres e, assim, reciclar
o indculo. A persisténcia residual é uma caracteristica desejavel em produtos
bioldgicos a base de fungos.

As infeccoes por insetos induzidas por fungos fazem parte da mecanica da
natureza e as epizootias funcionam para controlar as popula¢es de pragas. Fungos
virulentos como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e Cordyceps (=Isaria)
fumosorosea ocupam a maior fatia do mercado de micoinseticidas. Dentro da
estrutura do MIP, o controle bioldgico de pragas tornou-se uma abordagem de
manejo mais do que necessaria, pois os produtos quimicos com residuos nocivos
sobrecarregam o meio ambiente e os consumidores ja estdo conscientes da
seguranca de seus produtos.

Quando ndo causam danos as plantas e a mortalidade de pragas é constatada,
os pesticidas fungicos sdo considerados eficazes. Os fungos entomopatogénicos
persistem no ambiente, pois podem se desenvolver em caddveres e, assim, reciclar
o indculo. A persisténcia residual é uma caracteristica desejdvel em produtos
bioldgicos a base de fungos.
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2. PRINCIPAIS ESPECIES DE FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS E SEUS ALVOS

No Brasil, os produtos bioldgicos comerciais a base de fungos entomopatogénicos
sdo recomendados para os seguintes insetos-praga:

Beauveria bassiana

I Bemisia tabaci raga B (Mosca-branca)

I Tetranychus urticae (dcaro-rajado)

I Dalbulus maidis (cigarrinha-do-milho)

I  Cosmopolites sordidus (moleque-da-bananeira)
I Sphenophorus levis (bicudo-da-cana-de-agucar)

I Diabrotica speciosa (vaquinha verde-amarela)

Metarhizium anisopliae

I Mahanarva fimbriolata (Cigarrinha-da-raiz)
I Zulia entreriana (Cigarrinha-das-pastagens)

I Deois flavopicta (Cigarrinha-das-pastagens)

Cordyceps fumosorosea

I Bemisia tabaci raga B (Mosca-branca)
I Dalbulus maidis (cigarrinha-do-milho)
I Helicoverpa armigera (Helicoverpa)

I Diaphorina citri (Psilideo-asiatico-dos-citros)

3. MECANISMO DE ACAO CONTRA INSETOS

No campo, os fungos patogénicos de insetos precisam enfrentar varios
desafios do hospedeiro para produzir novos esporos infecciosos suficientes em
cada geracdo para manter populagdes vidveis. Em primeiro lugar, a transmissao
bem-sucedida geralmente requer a liberacdo de numeros macicos de esporos
e/ou superficies pegajosas de esporos ou substancias que maximizam a adesdo
de outras maneiras. Em segundo lugar, os esporos devem germinar e iniciar a
penetracdo no exoesqueleto sélido do inseto de forma relativamente rapida ou
sobreviver a digestdo apds a ingestao oral, como no caso dos fungos do género
Ascosphaera. Em terceiro lugar, as células fungicas devem proliferar dentro da
hemocele, musculos ou outros tecidos do corpo do hospedeiro para colapsar o
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sistema imunolégico do hospedeiro e, posteriormente, mata-lo. Quarto, o fungo
coloniza o cadaver hospedeiro para otimizar a producéao e dispersao de esporos
sob as condi¢cdes ambientais predominantes (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Inseto adulto de Anthonomus grandis (bicudo-do-
algodoeiro) morto por Metarhizium anisopliae.

Fungos para o Controle de Artrépodes-Praga

Figura 2. Larvas de Anthonomus grandis (bicudo-do-

)
p=l
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Assim, os fungos entomopatogénicos apresentam varias etapas no
desenvolvimento de infec¢des flngicas (Figura 3): 54




1. Adesdo ou consolidagdo do esporo pré-germinados na epicuticula (camada
mais externa da cuticula do hospedeiro);

2. Germinagdo e desenvolvimento até a formacdo do apressério iniciando
a fase de penetracao;

3. Ap6satingir ahemocele, formacao de blastosporos (propagulos infectivos
hidrofébicos) evitando o reconhecimento pelo sistema imune do inseto;

4. Ocorre sintomas fisiolégicos anormais no inseto (como: convulsdes, falta
de coordenacdo, comportamento alterado e paralisia) e morte;

5. Sob condi¢des ambientais favoraveis, as hifas atravessam o tegumento
doinseto e iniciar a esporulacdo (fase reprodutiva).

0 t 8
' 3 : X
o ol ——
B H o = Ob .
3 P o e
° ! J
INFECGAO CRESCIMENTO REPRODUGAO

Figura 3. Ciclo basico da relacdo patégeno-hospedeiro de fungos
entomopatogénicos. Fonte: adaptado de Boomsma et al. (2014).

4. METABOLITOS

Além da acdo mecanica para rompimento da cuticula do inseto, os fungos
entomopatogénicos produzem agentes degradadores (enzimas) que atuam para a
obtencdo de nutrientes e, eventualmente, colonizar o inseto. As enzimas envolvidas
na degradacdo da cuticula incluem proteases, quitinases e lipases, necessarias para
degradar proteinas, quitina e lipidios, respectivamente. A acdo da enzima pode
ser auxiliada pela secrecdo de acidos organicos como o acido oxalico.

Ap0s atingir a hemocele, hd um nimero consideravel de metabdlitos produzidos
pelos patdgenos de insetos: acimulo de glicoproteinas no intestino simulando a
estrutura da parede celular do fungo para desencadear uma resposta imune do
inseto, melanina produzida pelo fungo na eliminacdo de radicais livres na hemocele.
Os metabdlitos inseticidas produzidos por fungos possuem diversos modos de
acdo e em muitos casos sdo a causa direta da morte do inseto, atuando nas células
especializadas do sistema imunoldgico para evitar o ataque as estruturas fungicas.
A producdo de toxinas é uma caracteristica da maioria das espécies de fungos
entomopatogénicos. Dentre as toxinas produzidas por Metarhizium anisopliae, as
destruxinas sdo as mais estudadas, pelo seu modo de acdo, que envolve a inibicdo
da sintese de DNA, RNA e proteinas em células de insetos.
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MODULO 2

FUNGOS PARA O CONTROLE
DE DOENCAS DE PLANTAS

1.INTRODUCAO

Existe uma grande quantidade de produtos a base de fungos disponibilizada
para comercializacdo, esses produtos apresentam qualidade varidvel em termos
de formulacdo e concentracdo, ingrediente ativo e tempo de prateleira. A maior
parte dos produtos bioldgicos a base de fungos é resultado de um extenso processo
que inclui a selecdo do agente microbiano, extensiva avaliacdo da eficacia em
laboratério e campo, producdo em larga escala, desenvolvimento do formulado e
registro frente aos érgdos governamentais. Eles podem ser aplicados diretamente
no solo ou em tratamento de sementes ou, ainda, pulverizados em partes aéreas,
a depender da parte da planta que se deseja proteger.

Fungos, oomicetos, nematdides e bactérias sdo responsaveis pela maior parte
das doencas de plantas nativas e cultivadas (Figura 4). Esses microrganismos
podem promover a reducdo da produtividade e qualidade das lavouras em todo
mundo. Nas grandes culturas, os maiores causadores de doencas fungicas sdo
as espécies de Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Macrophomina faseolina e o
complexo de ferrugens, em especial a ferrugem asidtica da soja provocada pelo
fungo da espécie Phakopsora pachyrhizi; quanto aos oomicetos, os principais
representantes compreendem os géneros Phytophthora spp. e Phytium spp., esses
dois géneros podem causar diversas doencas em todas as plantas cultivaveis como
por exemplo a gomose dos citrus causado por espécies de Phytophthora. nicotianae,
Phytophthora citrophthora e Phytophthora palmivora; quanto aos nematdides,
os principais géneros fitopatogénicos sdo: Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.,
Heterodera spp. e Globodera spp causadores de galhas, queima de raizes e cisto,
respectivamente; em relacdo as bactérias, as causadoras de murchas vasculares como
a Ralstonia solanacearum e Curtobacterium flaccumfaciens e manchas foliares como
Xanthomonas spp., e Pseudomonas spp. podem causar severas perdas nas lavouras.
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Figura 4. Esquema diagramatico do tipo e tamanhos de alguns
fitopatdgenos em relacdo a célula vegetal. Fonte: Agrios (2005).

Dentre os microrganismos usados para o manejo de fitopatdégenos, os
fungos possuem parcela significativa no mercado mundial entre os produtos
bioldgicos. Essa parcela compreende principalmente os fungos das espécies de
Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, Metacordyceps
chlamydosporia (= Pochonia chlamydosporia) e Purpureocillium lilacinum (=
Paecilomyces lillacinus).

Dentre os antagonistas mais utilizados contra fungos fitopatogénicos habitantes
de solo, citam-se fungos do género Trichoderma (Figura 5), capazes de inibir o
desenvolvimento e a¢do de varios fitopatégenos, principalmente os habitantes
de solo. Melhoria na absorcéo de nutrientes, inducdo de resisténcia e promocéao
de crescimento de plantas sdo também efeitos atribuidos aos microrganismos
utilizados no controle de diversas doencas de importantes culturas do mundo.
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Figura 5. Estruturas reprodutivas tipicas de Trichoderma harzianum.

Espécies do género Trichoderma compreendem um conjunto de fungos com
importéncia principalmente como agentes de controle bioldgico. Trichoderma é
um habitante natural do solo encontrado em todos os ecossistemas, colonizador
de raizes; tem a capacidade de empregar diversos mecanismos que resultam
no biocontrole de doencas,tais como antibiose, micoparasitismo, competicdo e
inducdo de resisténcia. Mais de um desses mecanismos é utilizado para exercer
o biocontrole de doencas. Além da importancia agrondmica, fungos do género
Trichoderma atuam como decompositores primarios de matéria organica. Eles se
destacam pelo rapido crescimento, esporulacdo profusa, capacidade de crescimento
em diferentes substratos e tolerancia a compostos nocivos.

Os mecanismos utilizados por espécies de Trichoderma para reconhecer e
controlar os fitopatdgenos sdo essenciais para a manutencdo do controle bioldgico.
Antagonistas desse género utilizam basicamente quatro mecanismos de acdo no
controle de fitopatdgenos: micoparasitismo, antibiose, competicdo e a inducado
de mecanismos de defesa da planta.

O micoparasitismo (Figura 6) € uma forma comum de associacdo entre organismos,
por meio do qual se estabelecem relacdes nutricionais favoraveis a existéncia do
micoparasita, que pode ser principalmente: necrotréfica — o micoparasita mata o
hospedeiro pelo contato direto, absorvendo seu conteudo celular como fonte de
nutricdo; biotréfica— o micoparasita obtém nutrientes das células. O micoparasitismo
como acdo direta de um fungo contra outro fungo compreende um complexo
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processos que envolve eventos sequenciais, incluindo reconhecimento, ataque e a
subsequente penetracdo, seguida de morte do hospedeiro.

Figura 6. Enrolamento de hifas de Trichoderma harzianum
sobre hifas de Rhizoctonia solani.

Antibiose (Figura 7) ¢ um mecanismo no qual os antagonistas interagem com
outros microrganismos e secretam metabdlitos volateis ou ndo volateis que podem
ser capazes de inibir ou impedir o desenvolvimento de outros organismos de espécies
diferentes. A producdo desses compostos tdxicos € importante para a sobrevivéncia
de microrganismos por meio da eliminac¢do da concorréncia microbiana, acarretando
maior disponibilidade de fontes de alimento que geralmente sdo escassos no solo
foram os primeiros a descrever as propriedades toxicas dos compostos volateis
e ndo volateis capazes de inibir o crescimento micelial de outros fungos. Desde
entdo varios metabolitos foram identificados e avaliados seus efeitos inibitdrios
para inumeras espécies de fungos.
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Figura 7. Col6nia de Sclerotinia sclerotiorum sendo inibida por um metabdlito de
Trichoderma plantado no centro da placa (esquerda); a direita, observa-se uma colénia
deste fitopatdgeno com crescimento normal sem adicdo do metabdlito do Trichoderma.




Competicdo (Figura 8) é considerada um dos mais eficientes mecanismos de
acado utilizados por Trichoderma. Baseia-se no fato de que os microrganismos
competem uns com os outros para obter fontes a base de carbono, nitrogénio,
oxigénio, ferro e outros micronutrientes. Aqueles mais eficientes em usar os recursos
disponiveis se multiplicam e colonizam rapidamente a rizosfera. Provavelmente
esse mecanismo seja a forma mais comum no controle bioldgico. A competicdo
por espaco ou sitios de infeccdo podera ocorrer concomitantemente contribuindo
para a atividade de biocontrole.

Figura 8. Competicdo e parasitismo de Trichoderma contra o crescimento
micelial de Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura e sobre esclerddio.

A inducdo de resisténcia é outro mecanismo de controle biolégico no qual a
planta responde a agressdo por patégenos por meio da producdo de fitoalexinas,
lignina adicional nas células e compostos fendlicos.Tais respostas também podem
ocorrer ao contato com outros organismos ndo patogénicos ou isolados ndo
virulentos do patdgeno.
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Considerando a perspectiva do manejo de fitonematoides, destacam-se os
fungos parasitas de ovos e massas de ovos. Os fungos que parasitam ovos sao
promissores agentes de controle biolégico devido a facilidade de producéo in vitro
e pela possibilidade de algumas espécies colonizarem a rizosfera. Os nematoides
formadores de galhas depositam seus ovos em massas envoltas por uma substancia
gelatinosa de constituicdo lipoprotéica, o que facilita a rdpida colonizacdo dos
fungos com caracteristica nematicida. Esses fungos induzem desordens fisioldgicas
nos ovos, interrup¢do no desenvolvimento embriogénico e, em alguns casos,
rompimento fisico. Além disso, sdo parasitas facultativos de nematdides, o que
facilita a sua multiplicagdo e sua sobrevivéncia no solo apds a aplicacdo.

Dentre os fungos com acdo nematicida, as espécies de Metacordyceps
chlamydosporia (H.C. Evans), anteriormente classificada como Pochonia
chlamydosporia (Goddard) e o Purpureocillium lilacinum (Thom), anteriormente
classificada como Paecilomyces lilacinus (Thom) sdo referéncias, cosmopolitas, ambos
tém sido utilizados no manejo integrado diversas espécies de fitonematoides e
como o Trichoderma, sdo capazes de sobreviver como degradadores de matéria
organica, e ndo apenas do parasitismo de seus hospedeiros.

Metacordyceps chlamydosporia (Figura 9) é um parasita facultativo de ovos
e fémeas de nematoides sedentarios formadores de galhas e de cistos e possui
habilidade de crescer endofiticamente nas raizes sem causar lesées ou danificar o
crescimento das plantas, o que auxilia sua sobrevivéncia no solo na auséncia dos
nematoides. Uma vantagem competitiva do M. chlamydosporia é seu mecanismo de
resisténcia, esse fungo produz em abundancia estruturas chamadas clamiddsporos
que participam ativamente na sua sobrevivéncia em condi¢cdes adversas para seu
desenvolvimento, mesmo sem a presenca de nematoides no solo. Esse mecanismo
permite que seu propagulo permaneca mais tempo viavel no solo.

Purpureocillium lilacinum (Figura 10) é um fungo altamente adaptavel quanto
asua estratégia de sobrevivéncia, dependendo da disponibilidade de nutrientes,
pode ter agdo entomopatogénica, micoparasita, sapréfita ou nematdfaga. Assim
como M. chlamydosporia, é um parasita facultativo de ovos. Esse fungo age como
agente de biocontrole de nematoides e atua no parasitismo de ovos de Meloidogyne
spp., fémeas jovens do nematoide de galhas e fémeas de nematoides dos cistos,
podendo exercer forte pressdo na capacidade reprodutiva dos nematoides devido
a infeccdo e, posteriormente, morte.
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Figura 9. Clamiddsporos sdo estruturas de resisténcia produzidas
pelo fungo Metacordyceps chlamydosporia.
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O modo dos mecanismos de acdo de M. chlamydosporia e Purpureocillium
lilacinum, em termos gerais sdo paralelos ao do Trichoderma, principalmente o
parasitismo direto e a antibiose sobre o hospedeiro. A infeccdo dos nematoides
pelos fungos nematdfagos ocorre por pressdo mecanica e atividade enzimatica. O
processo infeccioso é iniciado quando as hifas do fungo tém seu crescimento sobre
a matriz gelatinosa (revestimento de quitina da massa de ovos dos nematoides),
os fungos nematdfagos penetram nessa massa gelatinosa, liberando um arsenal
quimico composto principalmente por quitinases que degradam a camada de
quitina que envolvem os ovos. Apds a dissolucdo da parede de quitina dos ovos, as
hifas dos fungos liberam micotoxinas que inviabilizam o embrido dos nematoides
e literalmente se alimentam dessa massa degradada dos ovos e dos embrides
dos nematoides, proporcionando seu desenvolvimento micelial e posterior
esporulacdo sobre os nematoides parasitados. Sendo assim, o parasitismo dos
fungos nematdfagos sobre os nematoides reduzem sua populagéo e a taxa de
reproducdo, contribuindo com o controle biolégico e aumentando o inoculo
desses fungos no solo.

2. CONCLUSAO

A utilizacdo do controle bioldgico sobre fitopatégenos ja é uma realidade
na filosofia do manejo integrado de pragas e doencas na agricultura, pois a
utilizacdo massiva de agroquimicos vem agredindo cada vez mais o meio ambiente,
aumentando a pressdo da sociedade por alimentos mais seguros e livres de
agroquimicos. Além disso, os agroquimicos sdo ferramentas que geram populac¢ées
resistentes de fitopatdgenos por contar com poucos mecanismos de acdo sobre os
alvos, ao contrério dos agentes de controle bioldgico que dificilmente vao gerar
resisténcia dos fitopatdgenos, pois seus mecanismos de a¢do sdo categoricamente
mais diversificados e complexos.
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MODULO 3

PRODUCAO DE FUNGOS
EM GRANDE ESCALA

1.INTRODUCAO

No contexto atual do agronegdcio brasileiro, o crescimento da agricultura
combinada com exigéncia da sociedade pela reducdo da utilizacdo do agroquimicos
na producdo de alimentos tem movimentado os mercados consumidores domésticos
e estrangeiros, impulsionando as pesquisas para o desenvolvimento de produtos a
base de microrganismos benéficos contra pragas e doencas de plantas. Dentre os
agentes de controle bioldgico mais utilizados, os fungos entomopatogénicos e os
fungos com atividade biofungicidas ou bionematicida desempenham um papel
importante para o manejo de doencas e pragas de plantas. Esses microrganismos
sdo encontrados naturalmente infectando pragas ou parasitando outros fungos
fitopatogénicos. Dessa forma, uma maneira de ampliar a utilizacdo desses
microrganismos benéficos, e produzi-los em larga escala, consiste em produzi-
los em substratos sélidos ou em meios de cultura artificiais.

Nas ultimas décadas, os fungicidas e inseticidas quimicos se tornaram a
principal ferramenta dos agricultores para controlar os danos causados por pragas
e microrganismos causadores de doencas de plantas. Por mais de cem anos, os
cientistas estudaram vérias espécies de fungos biocontroladores de fitopatégenos
e pragas de plantas, e o papel desses organismos no meio ambiente tem sido
muito especifico.

O manejo bioldgico tem sido considerado uma importante ferramenta no
manejo integrado de pragas e doencas de plantas e € uma estratégia ecologicamente
favoravel em comparacdo com o manejo quimico convencional. Nesta abordagem, os
fungos controladores de doencas de plantas e entomopatogénicos sdo empregados
no manejo das populacdes de pragas e fitopatégenos, consequentemente,
reduzindo seus danos em diferentes agroecossistemas (Inglis et al., 2001).
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O uso de fungos no controle de pragas e fitopatdgenos agricolas dependem
de diferentes fatores, incluindo a capacidade de produzir altas concentracbes de
propagulos a um custo razodvel. Atualmente existem basicamente dois métodos
de producédo de fungos: fermentacdo em estado sélido e a fermentacao liquida
submersa.

2. FERMENTACAO SOLIDA DE FUNGOS

Sistemas de producdo industrial em fermentacdo bifasica em estado sélido
de fungos tem como principio a producdo do indculo em meio liquido, composto
por hifas e blastosporos que posteriormente é transferido para substratos sélidos
para aumentar a producdo de conidios. Ainda hoje, em producdes de fungos com
baixa industrializacdo, o método monofasico de multiplicacdo de fungos é muito
utilizado. Esse método ndo contempla a producdo de inéculo em meio liquido,
o indculo é produzido diretamente em meio sdlido (grédos ou meio de cultura
sélido), é composto basicamente por esporos que posteriormente sdo extraidos
e transferidos diretamente para o substrato sélido. Os esporos transferidos para
o substrato na producdo sélida podem levar até 24 horas para germinar e iniciar
seu crescimento, reduzindo a esporulacdo no tempo final de crescimento. Na
producdo sélida em sistema bifasico, o indculo liquido fungico é transferido para
o substrato sélido e seu crescimento sobre o substrato é imediato, pois o micélio
ndo necessita do tempo de germinacdo que os esporos precisam, ele cresce e
inicia a colonizacdo imediatamente, resultando em maior esporulacdo no tempo
final de crescimento.

A diferenca da produtividade dos fungos produzidos pelo sistema monofasico e
bifasico pode ser até 10 vezes para a producao bifasica. Outra vantagem da producao
em sistema bifasico é a reducdo da contaminacdo por outros microrganismos, visto
que o micélio liquido apresenta alta taxa de crescimento no substrato sélido, sendo
mais competitivo que os contaminantes que porventura possam ser trazidos pelo
ar. Além disso, esse processo garante uma colonizacdo uniforme do substrato
solido, resultando em fungos com crescimento homogéneo.

Atualmente, os substratos sélidos mais utilizados para a producdo de fungos em
escalaindustrial é o arroz parboilizado (Figura 11) e em segundo lugar o milheto.
Producdes menos tecnificadas podem utilizar residuos agroindustrias como o
bagaco de cana e bagaco de banana, entretanto esses substratos possuem poucos
nutrientes, baixa homogeneidade das particulas e presenca de muitas impurezas
que comprometem a produtividade na esporulacdo dos fungos de interesse. Para
se ter uma ideia, uma producdo industrial de esporos de fungos em larga pode
variar entre 10" a 10" esporos por grama, ja uma producdo menos tecnificada
pode alcancar valores entre 108 a 10° esporos por grama. Condi¢des nutricionais
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adequadas durante o crescimento dos fungos tendem a favorecer a acumulacao
de reservas enddgenas apropriadas, de forma que os esporos recém-formados
apresentem qualidades vantajosas ou adequadas.

Figura 11. Producédo de Beauveria bassiana em arroz parboilizado.

A decisdo em usar arroz parboilizado ou milheto e estratégico para a
indUstria, a taxa de esporulacdo dos fungos no arroz parboilizado geralmente
é maior, principalmente pela maior quantidade de nutrientes, maior pureza e
homogeneidade no tamanho dos grdos de arroz, permitindo melhor nutricdo e
aeracdo para o desenvolvimento dos fungos. Quanto a de fungos com milheto, esse
grao apresenta menor pureza, aeracdo, homogeneidade no tamanho dos gréos,
e menor quantidade de nutrientes em relacdo ao arroz parboilizado, podendo
comprometer a esporulacdo do fungo.

Para a producdo de fungos em substrato sélido, outros fatores para o sucesso
da producao dos fungos sdo de grande importancia para a producao de esporos.
Dentre esses fatores, a temperatura de cultivo, troca gasosa, secagem do substrato
colonizado, extracdo dos esporos, armazenamento e formulacdo sdo cruciais para
0 sucesso na producdo de esporos.
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Apds a transferéncia do indculo para os substratos sélidos, a manutencdo da
temperatura do ambiente de crescimento deve respeitar a temperatura étima do
crescimento do fungo. Essa temperatura pode variar de acordo com o microrganismo
produzido, que geralmente gira entorno de 25°C. Se a temperatura estiver mais
baixa que a temperatura ideal, a tendencia é o subdesenvolvimento dos fungos,
levando ao atraso ou até a perda da producdo. J4 se a temperatura estiver mais
alta, os fungos também vao apresentar subdesenvolvimento e abrir a possibilidade
da contaminacdo por bactérias, levando a perda da producéao.

A troca gasosa é indispensavel para a produc¢do dos fungos, pois quando
eles estdo em crescimento, metabdlitos gasosos sdo produzidos por eles, esses
metabdlitos sdo téxicos para seu crescimento e o reflexo na producéo é o
subdesenvolvimento dos fungos e baixa producdo de esporos. Esse caso é bem
perceptivel, principalmente na producéo de Trichoderma, alguns isolados podem
produzir centenas de gases téxicos, como o 6PAP, esse metabdlito tem efeito
fungicida e pode reduzir o desenvolvimento e a esporulacdo do Trichoderma caso
nao seja removido do ambiente.

Em relacdo a secagem do substrato colonizado pelos fungos (Figura 12),
existe um ponto de atencdo. A secagem deve reduzir a umidade do substrato
para 6 a 12%, esse processo pode ser feito através de maquinas que reduzem a
umidade pelo calor seco através de resisténcias ou por equipamentos compostos
por silica. Ambos os equipamentos podem elevar consideravelmente a temperatura
do ambiente, podendo inativar ou até matar os esporos, inviabilizando toda a
producdo do fungo. Em relacdo a umidade dos esporos, o ponto de atencdo é
a umidade de extracdo, se os esporos apresentarem umidade superior a 13%, o
processo de extracdo sera comprometido, pois os esporos imidos ficam aderidos
ao substrato ocasionando perda de esporos totais, outro ponto é a viabilidade dos
esporos Umidos, se eles apresentarem a umidade superior a 13%, sua viabilidade
sera severamente comprometida que vai refletir no tempo de prateleira do futuro
produto formulado.
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Figura 12. Arroz seco com 10% de umidade antes e depois da extracdo dos esporos.

Apds a secagem do substrato colonizado, outra etapa importante é a extracdo
de esporos (Figura 13). Ha inUmeros métodos de extracdo de esporos, uma delas é
0 peneiramento, esse método consiste em extrair os esporos por peneiramento em
grandes peneiras industriais. Outro equipamento muito utilizado é o extrator de
esporos por aspiracdo, esse método consiste na utilizacdo de grandes aspiradores
industriais para sugar os esporos. Ambos os métodos sdo eficientes para extracao
de esporos, o Unico ponto de aten¢do é o controle da temperatura de extracdo
pelos equipamentos, pois como ja dito, altas temperaturas podem inativar ou
matar os esporos.
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Figura 13. Esporos de Pochonia chlamydosporia extraidos por
peneiramento do substrato sélido seco e colonizado pelo fungo.

A armazenagem dos esporos extraidos deve ser em temperaturas baixas,
com variacdo de - 5 a 25°C, dependendo do fungo. Oscilacbes constantes na
temperatura de armazenamento podem depreciar a qualidade dos esporos,
reduzindo sua viabilidade.

A formulagdo do produto com base nos esporos é considerada um dos mais
criticos de todo o processo de producdo de fungos. Atualmente no mercado a
maioria das formulacdes envolvendo fungos compreendem as formulacdes oleosas,
p6 molhavel e granulos dispersiveis. O estudo das formula¢des exige a percep¢do
de mistura de matérias inertes, conservantes, emulsificantes e estabilizantes. Todos
os produtos envolvidos nas formulacées devem ser compativeis com os fungos a
fim de manter a viabilidade dos propagulos para ampliar seu tempo de prateleira
e manter as caracteristicas infectivas dos fungos intactas por um tempo definido.
Atecnologia de aplicacdo também é um fator importante no desenvolvimento da
formulacdo, ela ndo deve trazer transtornos quando vai para o campo, como por
exemplo no entupimento de bicos dos pulverizadores agricolas. Os materiais mais
utilizados nas formula¢des de fungos sdo: 6leos vegetais, rochas moidas como zedlita
e bentonita, acicares como a maltodextrina e conservantes alimenticios. Todas as
matérias primas envolvidas nas formula¢des estao disponiveis nas especificacdes
do Ministério da Agricultura.
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Outro método de producdo de fungos é pela fermentacao liquida submersa,
esse processo consiste em produzir os fungos apenas em meio de cultura liquido
com aerac¢ao controlada. A composicdo dos meios de cultura liquidos sdo os mais
diversos possiveis e pode ter varia¢des para cada tipo de fungo produzido. Os
materiais mais utilizados sdo: aclicar convencional, dextrose, melaco de cana,
extrato de levedura, milhocina, dentre outros.

Para a obtencdo do sucesso na fermentacdo liquida de fungos, é importante
delinear a relacdo entre carbono e nitrogénio e adi¢do de vitaminas nos meios
de cultura, o equilibrio desses componentes sdo indispensaveis na producdo das
estruturas fungicas e seus metabdlitos em meio liquido.

As estruturas fungicas que podem ser produzidas em meio liquido sdo hifas,
microesclerddios, conidios submersos, blastosporos, clamiddsporos e metabdlitos.
Os principais fungos produzidos em fermentacdo liquida submersa sdo os
entomopatdgenos B. bassiana, M. anisopliae e C. fumosorosea. Essas espécies
caracterizam-se pela producdo de hifas, metabdlitos, blastosporos, em meio
liquido. Esses atributos produzidos em meio liquido sao responsaveis pelo controle
de pragas em lavouras.

Os blastosporos sdo estruturas infectivas as pragas agricolas produzidas
por fragmentacao e diferenciacdo do micélio vegetativo em meio liquido, com
morfologia semelhante a das leveduras. Os blastosporos penetram na parede
das pragas por parasitismo direto. Em relagdo as hifas, existem poucos estudos
sobre sua propriedade infectiva em insetos. A producdo de metabdlitos é um
mecanismo de agado dos fungos, principalmente os produzidos em meio liquido.
Esses metabdlitos podem ser tdxicos para as pragas de plantas, auxiliando os
propagulos dos fungos no manejo das pragas.

Atualmente existe grande diversidade de trabalhos publicados sobre a producao
liguida de entomapatdgenos, assim essa metodologia ja vem sendo utilizada a
décadas por agricultores, principalmente pelos produtores de cana-de-acucar
para o combate da broca e a cigarrinha da cana de acucar. O sucesso da producao
em meio liquido dos fungos entomopatogénicos é a producdo de poucas hifas,
producdo de metabdlitos toxicos contra pragas e a producdo de blastos poros. Essas
caracteristicas permitem uma satisfatéria aplicacdo desses bioprodutos liquidos
em campo, reduzindo as chances de entupimento dos bicos de pulveriza¢do dos
equipamentos agricolas disponiveis para os agricultores.

Outros fungos também estdo sendo estudados na producdo liquida em
larga escala, entretanto, com menos sucesso em relagdo a producdo liquida dos
entomopatdgenos. Ainda pouco estudado em producdo liquida em escala industrial,
o Trichoderma é um grande desafio para a producédo liquida industrial em larga
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escala. Existem diversos trabalhos cientificos sobre esse assunto, mas a maior parte
deles é em escala de laboratério. O desejo de produzir Trichoderma em larga escala
vem de encontro a suas caracteristicas benéficas para as plantas, ele é conhecido
por controlar e parasitar fitopatégenos e promover o crescimento de plantas por
diversos mecanismos de a¢do. Na producao do Trichoderma em meio liquido,
encontramos diversos propagulos como hifas, esporos submersos, clamiddsporos e
microesclerédios, bem como os metabdlitos secundarios, um grande arsenal quimico
contra os fitopatdgenos. Diversos metabdlitos de Trichoderma ja foram descobertos,
alguns exemplos sdo o acido harzianico e a asperelina. Esses metabdlitos sdo
capazes de inibir o crescimento micelial de dezenas de fitopatégenos encontrados
em todos os cultivos vegetais. Outro metabdlito produzido pelo Trichoderma em
meio liquido sdo os horménios de crescimento vegetal que podem incrementar o
porte das plantas refletindo em sua produtividade. Um dos principais hormonios
produzidos pelo Trichoderma em meio liquido é o 4cido indolacético. Os estudos
atuais de producdo de Trichoderma em meio liquido tem se mostrado satisfatério
em relacdo a producdo dos propagulos e metabdlitos secunddrios, entretanto, sua
producdo gera um problema agrondmico, o Trichoderma cresce em meio liquido
e produz uma quantidade massiva de hifas, dificultando as aplicacées no campo
com os maquinarios agricolas disponiveis no mercado. Essa alta producao de hifas
em meio liquido, literalmente entopem os bicos de pulverizacdo do maquinario
agricola, inviabilizando sua utilizacdo no campo com os equipamentos disponiveis
atualmente. Sendo assim, a multiplicacdo de Trichoderma para pulverizacdo no
campo devem caminhar para a reducdo do crescimento micelial, juntamente com
a atualizacdo das maquinas agricolas para aplicacdo do Trichoderma produzido
em meio liquido no campo.

A grande vantagem da producdo de fungos em meio liquido é a reducdo
do tempo de cultivo. A producdo sélida de fungos pode levar de 7 a 20 dias de
incubacao, ja os bioprodutos produzidos em meio liquido podem ser feitos em
120 horas ou até menos, dependendo do meio de cultura utilizado.
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MODULO 4

PRODUCAO DE FUNGOS EM
BIOFABRICAS “ON FARM”

1.INTRODUCAO

O cultivo de fungos em biofdbricas “On Farm” é realizado em sistema de
batelada, ou seja, sem adicdo de outros insumos durante o processo, somente no
inicio da multiplicacdo. Além disso, algumas variaveis, como pH e temperatura,
nao sdo totalmente controladas. Devido a impossibilidade de esterilizacdo das
biofabricas, na maioria dos casos, é imprescindivel garantir uma eficaz sanitizacdo
dotanque de operacdo, assim como a qualidade dos principais insumos utilizados
durante o processo de multiplicacdo: dgua, meio de cultura e indculo.

2. SANITIZACAO DO TANQUE E DAS PECAS

O tanque para que ocorra a multiplicacdo deve ser limpo, além de ndo conter
contaminantes. Para isso, produtos sanitizantes devem ser utilizados, como acidos
e detergentes alcalinos, em todas as regides que compdem a biofabrica. Além
disso, é necessario a realizacdo de limpeza mecéanica para que sejam retirados
resquicios de biofilmes e de biomassa proveniente de multiplicacoes anteriores.

As pecas removiveis, como a torneira de amostragem, suspiro, mangueiras,
spray ball e outros, devem ser limpos e sanitizados. A sanitizacdo pode ser feita
com acidos ou bases.

3. AGUA DA MULTIPLICACAO

A agua utilizada para multiplicar fungos deve ser de boa procedéncia, sem
particulas grosseiras ou soluveis e com a menor concentracdo de contaminantes
possivel. No entanto, em muitas regides do Brasil ndo é possivel obter essa condicdo
devido a variabilidade qualitativa de fornecimento de dgua, sendo necessaria
a utilizacdo de filtros e produtos que visam limpar a dgua e deixa-la livre de
contaminantes.
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4. MEIO DE CULTURA

O meio de cultura é muito importante para que se obtenha sucesso na
multiplicacdo em biofabricas. A composicdo de nutrientes é de suma importancia,
assim como outras varidveis, como relacdo carbono/nitrogénio e o pH. Para
cada espécie fungica, assim como, para obtencdo das células de interesse para a
agricultura por meio da multiplicagdo “On Farm”, é necessario um meio especifico,
isto é, com adequada fonte de carbono e nitrogénio, além de outros nutrientes
essenciais, como vitaminas e sais minerais.

5. QUALIDADE DO INOCULO

O indculo utilizado nas biofabricas deve ser livre de contaminantes e com
a concentracdo minima aceitavel (geralmente 1,0 x 10° UFC/g). O indculo deve
passar por um controle de qualidade, atestando a sua pureza e concentragéo.

6. MULTIPLICACAO NAS BIOFABRICAS

A multiplicacdo nas biofabricas inicia-se com o processo de limpeza dos
tanques. Apds isso, a dgua da multiplicacdo pode ou néo ser limpa, a depender
das condi¢des de pureza da dgua. Caso seja necessario, a agua deve ser limpa com
o uso de sanitizante e posteriormente neutralizada ou acidificada, a depender
do tratamento realizado.

A depender do processo realizado, adiciona-se ou ndo antiespumante no
inicio do processo. Apds isso, 0 meio de cultura é adicionado, o pH é ajustado a
depender da espécie fungica a ser multiplicada, geralmente entre 5,5 e 7,0. Em
seguida, ocorre a adi¢do do inéculo no tanque. Além disso, parametros como
temperatura, pH e OD devem ser, se possivel, monitorados durante o processo de
multiplicacdo. Para essas avalia¢des, além do controle de qualidade, deve-se retirar
amostras durante a multiplicacdo pela torneira de amostragem.

O processo de multiplicacdo deve ser acompanhado por meio da visualiza¢do
em microscépio para avaliacdo das estruturas fungicas formadas durante o processo
e plagueamento da respectiva amostragem. O processo de multiplicacdo de fungos
varia entre 3 e 4 dias, entdo, recomenda-se retirar amostras para a avaliagcdo
apos 24h, 48h, 72h e 96h de multiplicacdo. Apds a multiplicagdo, o processo é
interrompido e o produto pode permanecer no tanque por alguns dias.

Atualmente, as principais espécies fungicas produzidas em biofabricas on
farm sdo: Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae.
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MODULO 5

CONTROLE DE QUALIDADE DE PRODUTOS
BIOLOGICOS A BASE DE FUNGOS
UTILIZADOS COMO BIOINSUMOS

1. DEFINICAO E OBJETIVOS DO CONTROLE DE QUALIDADE

O controle de qualidade dos microinseticidas refere-se as responsabilidades
e aos procedimentos conduzidos pelo fabricante objetivando-se garantir que o
usuario final obtenha um produto cujo desempenho atenda suas expectativas e
cujos parametros de avaliacdo estejam em conformidade com os padrdes produtivos
e as especificacdes dos 6rgaos regulamentadores.

2. QUALIDADE DA ESTIRPE A SER MULTIPLICADA

2.1. Selecao da estirpe

Dentre as responsabilidades do fabricante para a producdo de micro pesticidas
estdo a selecdo e a obtencdo da cepa. A estirpe selecionada deve estar cadastrada
no Sistema Nacional de Gestdo de Patrimonio genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen), onde constam todas as pesquisas, experimentais
ou tedricas, realizadas com patriménio genético e onde devem ser realizados os
procedimentos de Cadastro, Notificacdo de Produto Acabado, Termo de Remessa
de Amostra e outros previstos na Lei 13.123 (Lei da Biodiversidade), que também
traz os prazos para tais atos e penalidades pelo descumprimento de seus termos.
Estando cadastrada no SisGen, a cepa pode ser obtida em Colecdes de Culturas
credenciadas e que seguem procedimentos operacionais padrao de conserva¢ao
e preservacao dos isolados para garantir critérios de qualidade tais quais pureza
e vigor e monitorar a persisténcia e o comportamento do isolado.

2.2. Caracterizacao da estirpe

A caracterizacdo do microrganismo que constituird o mico pesticida é
fundamental para o controle de qualidade. De tempos em tempos é necessario
realizar a identificacdo do isolado quanto aos seus aspectos morfoldgicos, genéticos,
fisioldgicos e reprodutivos para fins de confirmacdo da espécie.

Controle de Qualidade de Produtos Biol6gicos a Base de Fungos Utilizados como Bioinsumos

MODULO 5




Anteriormente a identificacdo dos fungos era centrada apenas em caracteres
morfoldgicos como forma, tamanho e cor das col6nias e esporos, contudo, com o
avanco da tecnologia e desenvolvimento de novas técnicas, outros critérios além
dos critérios morfoldgicos passaram a ser utilizados para a classificacdo taxonémica
desses microrganismos. Avaliacdes de comportamento em diferentes temperaturas
e meios de cultivo, analises de isoenzimas e métodos moleculares, por exemplo,
contribuiram para uma classificacdo mais assertiva dos fungos.

Embora sejam fundamentais, muitas das vezes os critérios genéticos e fisiolégicos
requerem equipamentos, reagentes e conhecimentos especificos, além disso, ndo
sofrem altera¢des constantes, portanto, ndo sdo analisados com frequéncia. Por
outro lado, os aspectos morfolégicos podem ser avaliados rotineiramente devido
a sua praticidade e simplicidade.

A caracterizagdo morfoldgica pode ser dividida em aspectos macroscépicos e
microscopicos. Na avaliagdo macroscépica realiza-se a avaliacdo da cor da colénia
em si tanto no verso, Figura 14A, quanto no reverso, Figura 14B. Na avalia¢do
microscdpica, Figura 14C, realiza-se observa¢oes sobre as diferentes estruturas
que o fungo pode apresentar: hifas, conidiéforos e conidios.

Determinar a espécie do fungo avaliado com base em critérios puramente
morfoldgicos sé é possivel em pouquissimos casos, entretanto, aplicando as
classificacoes retratadas na figura 15 é possivel descrever os aspectos morfoldgicos
e chegar ao género do fungo avaliado.

-~

Figura 14. Colonia de Beauveria bassiana: verso (A) e reverso
(B); Conididforo e conidios de B. bassiana
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Figura 15. Caracteristicas macro e microscépicas utilizadas
na identificacdo morfoldgica de fungos.

3. QUALIDADE DO BIOINSUMO MULTIPLICADO

No Brasil, a ado¢do do controle de qualidade de bioinsumos tem crescido cada
vez mais exigida, entretanto ha uma certa caréncia de diretrizes padronizadas e
metodologias confidveis que reflitam de forma incontestavel a qualidade dos
bioinsumos. Existem diferentes protocolos de avaliacido de um mesmo parametro,
logo, ndo é possivel realizar uma comparacdo assertiva de uma mesma amostra
quando analisadas em laboratodrios diferentes.

3.1. Analise morfoldgica

Os procedimentos utilizados nessa andlise sdo os mesmos descritos no item 2.2.

3.2. Concentracao de unidades formadoras de colonias

A determinacdo da concentracdo de unidades formadoras de colonias (UFC)
é uma técnica de analise amplamente difundida que estima de maneira indireta
a quantidade de propagulos vidveis presentes na amostra do microinseticida.
Essa técnica é considerada indireta, pois nos célculos de concentracdo considera
colénias formadas por propagulos infectivos, como conidios e blastosporos, e ndo
infectivos, como fragmentos de hifas.
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Pararealizar a analise de UFC retira-se uma amostra do produto com peso ou
volume conhecido. Caso o produto seja sélido retira-se 1g como amostra de adiciona-
se 10 mL de dgua destilada pura estéril ou, no caso de propagulos hidrofébicos,
agua destilada estéril com espalhante adesivo (Tween 80 ou similar). Caso o
produto seja liquido retira-se uma aliquota de 1 mL, porém nao se adiciona dgua.

Em seguida, realiza-se sucessivas dilui¢des da aliquota na proporcdo 1:10
utilizando o mesmo diluente empregado anteriormente. Esse processo é conhecido
como diluicdo seriada. Apods realizar a diluicdo seriada, espalha-se 100 pL de cada
uma das dilui¢des em placas de Petri contendo o meio de cultura sélido, geralmente
com antibidticos para evitar a proliferacdo de bactérias contaminantes. As placas
sdo entdo incubadas a 23 °C até que seja possivel realizar a contagem das coldnias.
Posteriormente, conta-se o nimero de colonias do fungo de interesse em cada
placa e determina-se o nimero de colbnias de interesse, realizando-se os seguintes
calculos para determinar o numero de UFC por mL (Equacdo 1) ou g (Equagéo 2)
do produto:

Numero de colonias x D x 10 = Numero de UFC/mL (Equacéo 1)
Numero de col6nias x D x 100 = Numero de UFC/g (Equacéo 2)

..onde D é a diluicdo plaqueada.

Atécnica para determinagdo da concentracdo de UFC estd ilustrada na Figura 16.

Amostra do bicinsumao

(concentragdo
09 mL
Solugdo
Twieen
1:10 1:100 1

desconhecida)
100 10t

Volume
Plagueado
0,1mL

Coldnias: | 1 R 1| |

0,1 mL 0,1 mL

311 coldnias 27 colénias 3 colnias 0 coldnia
ncontdveis

Caleulo: Mimero de coldnias na placa x Diluigio Plagueada x 10 =Numero de UFC/mL

Exemplo: 311 coldnias x 10°x 10=3.11 x 10°UFC/mL

Figura 16. Representacdo da analise para determinacdo da concentracao
de unidades formadoras de coldnia (UFC) de um bioinsumo.
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3.3. Concentracao de propagulos totais

A determinacdo da concentragdo de propdagulos totais € uma das técnicas
mais utilizadas no controle de qualidade de bioinsumos baseados em fungos. Essa
técnica permite calcular diretamente a quantidade de propagulos por mLou g do
produto com o auxilio de uma camara de contagem e microscépio.

Para determinar a concentracdo de propdagulos totais retira-se uma amostra
do produto com peso ou volume conhecido. Caso o produto seja sélido retira-se
1g como amostra de adiciona-se 10 mL de dgua destilada pura estéril ou, no caso
de propagulos hidrofdbicos, 4gua destilada estéril com espalhante adesivo (Tween
80 ou similar). Caso o produto seja liquido retira-se uma aliquota de 1 mL, porém
ndo se adiciona agua.

Em seguida, realiza-se sucessivas dilui¢oes da aliquota na proporcao 1:10
utilizando o mesmo diluente empregado anteriormente. Esse processo é conhecido
como diluicdo seriada. Apds realizar a diluicao seriada, adiciona-se 10 pL de uma
das diluicdes em cada campo de contagem da camara de Neubauer e, utilizando
um microscépio, realiza-se a contagem dos propagulos dispostos nas regides
delimitadas na camara. Apds determinar o nimero de propagulos de interesse,
realiza-se os calculos abaixo para determinar o nimero de propagulos por mL
(Equacao 3) ou g (Equacao 4) do produto.

Numero de propdgulo x D x Fc = Numero de propagulos/mL (Equacédo 3)
Numero de propagulos x D x Fc x 10 = NUmero de propagulos/g (Equacéao 4)
...onde D é a diluicdo e Fc é o fator de correcdo do campo

da cdmara de Neubauer no qual se realizou a contagem.

A técnica para determinacdo da concentracdo de propagulos totais estd
ilustrada na Figura 17.
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Figura 17. Representacdo da analise para determinacgdo da
concentragdo de propagulos totais de um bioinsumo.

3.4. Concentracao de propagulos viaveis

Assim como a concentracdo de propagulos totais, a concentracdo de
propagulos vidveis € uma técnica de andlise direta. Essa técnica permite determinar
a porcentagem da concentracdo total de propagulos capaz de germinar em meio
de cultura apds incubacéo.

Nesta analise, inicialmente, determina-se a concentracdo de propagulos totais
(ver topico 6.3.3). Em seguida, a partir do valor da concentracdo de propagulos
totais encontrado, prepara-se uma suspensdo com concentracdo de 1 x 10° de
propagulos/mL. Adiciona-se um volume de 150 pL nos quadrantes centrais da placa
rodac contendo meio de cultura sélido, geralmente com antibidticos para evitar a
proliferacdo de bactérias contaminantes, e aguarda-se que a aliquota evapore. As
placas sdo entdo incubadas a 23°C por um periodo de 20 a 24 horas. Posteriormente,
determina-se o numero de propagulos germinados e ndo germinados e calcula-se
a porcentagem referente.

A técnica para determinacdo da concentracdo de propagulos vidveis esta
ilustrada na Figura 18.
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Amostra do bioinsumo ’
(1x10% propagulos/mL)

Figura 18. Representacdo da andlise para determinacdo da
concentragdo de propdagulos vidveis de um bioinsumo.

3.5 Vigor conidial

O vigor conidial estd relacionado com a capacidade dos conidios germinarem
rapidamente e, consequentemente, apresentarem um maior potencial infectivo.

Essa analise segue os mesmos passos da analise da concentracdo de propagulos
vidveis mencionada anteriormente (ver tépico 6.3.4), porém, previamente ao
processo de diluicdo, é necessario realizar a secagem dos conidios em dessecadores
para teores de dgua =8%. Os conidios sdo considerados vigorosos quando o tubo
germinativo ultrapassa a largura do conidio germinado. Conidios mortos ou
intumescidos ndo sdo considerados no célculo do vigor.

A técnica para determinacdo do vigor conidial estd ilustrada na Figura 19.
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Figura 19. Representacdo da andlise para determinagao
do vigor conidial de um bioinsumo.

3.6. Bioensaios

O bioensaio é uma ferramenta para avaliar o potencial de controle de umisolado
fungico sobre uma praga-alvo fornecendo parametros bastante informativos, pois,
na pratica, consegue correlacionar o sucesso do micopesticida em sistemas reais
quando empregado pelo usudrio.

Se tratando de fungos entomopatogénicos, cujo controle de pragas é realizado
via contato, os bioensaios sdo realizados pulverizando os insetos com uma com
suspensao de propagulos infectivos de concentracdo conhecida por um tempo
determinado. Em seguida, os insetos séo individualizados e monitorados. Os insetos
mortos sdo incubados em uma camara Umida com o intuito de se confirmar a
mortalidade pelo fungo e entdo obter a taxa de mortalidade da praga mediante
a aplicacdo do fungo.

Ao se realizar um bioensaio, o delineamento experimental, a inclusdo de
controles, um numero significativo de insetos por repeticdo/tratamento e andlise
estatistica adequada sdo fundamentais para a obtencao de resultados confiaveis.
Além disso, os bioensaios devem ser realizados em ambientes adequados e sob
condic¢bes controladas e padronizadas para corroborar os resultados obtidos.
Dessa forma, ao realizar um bioensaio, o manipulador deve atentar-se, dentre
outros, aos seguintes pontos:
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- Delimitar o numero de individuos por tratamento ou por repeticdo;

- Garantir a uniformidade dos individuos testados quanto ao tamanho,
condicao fisica, dentre outros;

- Certificar-se que a dieta oferecida durante a conducdo do bioensaio ndo
contenha fungicidas e/ou contaminagdes. Em caso de dieta natural ndo
se deve ofertar alimento transgénico;

- Certificar-se previamente da viabilidade dos propagulos utilizados;

- Garantir que a padronizacdo dos parametros do processo para todas as
repeticoes tais como: concentracdo dos propdgulos, volume e tempo de
pulverizacdo e temperatura e tempo de monitoramento e incubacao.

Diferentes insetos requerem, por vezes, diferentes metodologias de bioensaios.
Um bioensaio de Spodoptera frugiperda, por exemplo, utiliza-se a seguinte
metodologia (Figura 20):

- Monte o delineamento experimental. Para cada tratamento avaliado sdo
realizadas 4 repeticdes com 16 insetos em 3° instar por repeticdo;

- Disponha as lagartas de cada repeticdo em uma placa de Petri com uma
dieta sem fungicida por duas horas;

- Coloque a placa em uma torre de Potter e pulverize com a amostra do
tratamento. Para tratamento com propagulos flngicos pulverize 1 mL da
suspensdo com concentracdo de 1x 108 propagulos/mL. Para o tratamento
controle pulverize 1 mL de Solu¢do Tween 80 [0,05%].

- Ap6s 30 minutos, individualize as lagartas de cada tratamento e incube-as
em BOD a 26°C por 14 dias. Troque a dieta a cada dois dias.

- Transfira os individuos mortos para uma camara Umida e incube-os a 26°C.

- Aguarde 7 dias para observar a esporulagdo e confirmar a mortalidade do
inseto pelo fungo.
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Figura 20. Representa¢do de um bioensaio para determinar
o potencial fungico contra lagartas.

3.7. Parametros fisico-quimicos

Além das andlises microbioldgicas, as analises fisico-quimicas fazem parte
do controle de qualidade dos bioinsumos. Por meio dessas andlises é possivel
determinar parametros intrinsecos do produto tais como pH, solubilidade,
molhabilidade, miscibilidade e densidade.

Diferentemente do que acontece com os parametros microbioldgicos, esses
parametros podem ser determinados realizando os procedimentos padrdes de
andlises indicados por érgaos responsaveis por meio normativas técnicas, tais quais
as normativas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT). Entretanto,
por serem produtos bioldgicos, ou seja, por possuirem ingrediente ativo vivo,
€ necessario ter consciéncia que nem sempre os valores obtidos estardo em
concordancia com as especificacdes previamente estabelecidas.

3.8. Vida de prateleira

A vida de prateleira refere-se ao periodo em que o produto mantém suas
caracteristicas e especificacdes quando armazenado na embalagem original e
conforme as instru¢des e condicbes estabelecidas pelo fabricante.

Os testes realizados sdo os mesmos apresentados anteriormente e sdo realizados
periodicamente para determinar o prazo de validade dos produtos.
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