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RESUMO

A agricultura é essencial para a sociedade, porém sofre com a ocorréncia de pragas, afetando
sua produtividade e ocasionando perdas econdmicas significativas. A tatica mais utilizada para
contornar este problema é por meio de agrotdxicos, contudo o seu uso pode trazer impactos
negativos a natureza, a saude de animais e de seres humanos devido ao seu uso exacerbado.
Com isto se torna necessario buscar alternativas vidveis para reduzir danos e perdas na
agricultura. Em vista desse objetivo foi feita uma avaliacdo se os isolados possuem atividade
inseticidas, realizou-se a confirmacdo do género por meio de sequenciamento do gene 16Sr
RNA. O potencial de mortalidade dos isolados foi avaliado por meio de bioensaios com larvas
neonatas de ambas as espécies de pragas, Spodoptera frugiperda (JE Smith) e Diatraea
saccharalis (F.). O isolado Bacillus sp. JBC 01 apresentou a maior taxa de mortalidade no teste
com a Spodoptera frugiperda (JE Smith). Na avaliagdo do bioensaio com a Diatraea
saccharalis (F.) observou-se que ndo houve mortalidade, porém, se evidenciou um efeito
subletal em relacéo ao crescimento das larvas por parte do isolado Bacillus sp. JAB 01 em que
a média dos pesos das larvas foi 17,78 mg, enquanto a média dos pesos do tratamento com LB
foi 21,01 mg. No teste com os fungos avaliou-se que o isolado Bacillus sp. JAB 01 se destacou
por inibir o crescimento de um maior nimero de fungos. Foi verificada a presenca de compostos
volateis em todos os fungos que apresentaram atividade inibitoria, o isolado Bacillus sp. JAB
01, também se destacou neste requisito. Diante dos resultados obtidos é necessario realizar
testes de caracterizacdo da fracdo ativa dos isolados bacterianos e determinacdo da molécula
ativa por meio de analises cromatograficas, com o intuito de investigar sua possivel utilizacéo
como controle bioldgico de pragas e fungos patogénicos. Este trabalho teve como objetivo
identificar se os isolados bacterianos Bacillus sp. JBC 1, Bacillus sp. JAB 01, Pseudomonas sp.
JBC 43 e Klebsiella sp. JBC 13 possuem potencial inseticida contra a acdo dos insetos-praga
Spodoptera frugiperda (JE Smith) e Diatraea saccharalis (F.), capacidade de inibir o
crescimento de fungos patogénicos, além da producdo de compostos organicos volateis
(COVs).

Palavras-chave: controle bioldgico, bioinseticidas, isolados bacterianos, fungos

patdgenos, insetos-praga.
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ABSTRACT

Agriculture is essential for society, but it suffers from the occurrence of pests, affecting its
productivity and causing significant economic losses. The most commonly used tactic to
overcome this problem is through pesticides, however, their use can have negative impacts on
nature and the health of animals and humans due to their excessive use. Therefore, it is
necessary to seek viable alternatives to reduce damage and losses in agriculture.In view of this
objective, an assessment was made as to whether the isolates have insecticidal activity, and the
genus was confirmed by sequencing the 16Sr RNA gene. The mortality potential of the isolates
was evaluated by means of bioassays with neonate larvae of both pest species, Spodoptera
frugiperda (JE Smith) and Diatraea saccharalis (F.). The isolate Bacillus sp. JBC 01 showed
the highest mortality rate in the test with Spodoptera frugiperda (JE Smith). In the evaluation
of the bioassay with Diatraea saccharalis (F.), it was observed that there was no mortality,
however, a sublethal effect was evidenced in relation to the growth of the larvae by the isolate
Bacillus sp. JAB 01 in which the average weight of the larvae was 17.78 mg, while the average
weight of the treatment with LB was 21.01 mg. In the test with the fungi, it was evaluated that
the isolate Bacillus sp. JAB 01 stood out for inhibiting the growth of a greater number of fungi.
The presence of volatile compounds was verified in all fungi that presented inhibitory activity,
the isolate Bacillus sp. JAB 01, also stood out in this requirement. In view of the results
obtained, it is necessary to perform tests to characterize the active fraction of the bacterial
isolates and determine the active molecule by means of chromatographic analysis, in order to
investigate its possible use as biological control of pests and pathogenic fungi. This work aimed
to identify whether the bacterial isolates Bacillus sp. JBC 1, Bacillus sp. JAB 01, Pseudomonas
sp. JBC 43 and Klebsiella sp. JBC 13 have insecticidal potential against the action of insect
pests Spodoptera frugiperda (JE Smith) and Diatraea saccharalis (F.), the ability to inhibit the
growth of pathogenic fungi, in addition to the production of volatile organic compounds
(VOCs).

Keywords: biological control, bioinsecticides, bacterial isolates, pathogenic fungi,

insect pests.



1. INTRODUCAO

O setor agricola desempenha um papel indispensavel para a sobrevivéncia humana,
fornecendo recursos alimentares essenciais para a populagdo mundial (Haque; Fan; Lee, 2023),
a economia de grande parte dos paises em desenvolvimento € sustentada por esse segmento,
tendo cerca de 70% a 75% de suas populacGes direta ou indiretamente dependentes dela para
suprir suas necessidades vitais (Chandra, 2023). Produtos como soja, agucar, café, laranja, aves,
carne bovina e etanol sdo principalmente produzidos e exportados pelo Brasil (Martinelli et al.,
2010). As exportacOes brasileiras provenientes do agronegdcio, chegaram ao valor de
US$166,55 bilhdes, tornando o agronegdcio responsavel por 49% da pauta exportadora total
brasileira em 2023 (MAPA, 2024).

O incessante crescimento da populacdo mundial, previsfes indicam que este nimero
alcance a 9,8 bilhdes de pessoas até 2050 e 11,2 bilhdes até 2100. Esse implica um crescimeto
exponencial no consumo de recursos naturais globais (Nac¢des Unidas, 2022). Recursos como
alimentos e energia apresentam uma constante intensificacdo de demanda (Haque; Fan; Lee,
2023). Sendo assim, a necessidade aumentar a capacidade de producéo de culturas aumenta em
um contexto mundial (Tomar et al., 2024). Doencas e pragas de insetos causam cerca de 20—
40% de perdas na producédo todos os anos. De acordo com Tomar et al. (2024) ha mais de
30.000 ervas daninhas, 10.000 espécies de insetos, 1.000 espécies de nematdides e mais de
100.000 doencas causadas por microrganismos impactando de forma critica a agricultura
(Tomar et al., 2024).

Como uma forma de minimizar as perdas excessivas nas colheitas sdo utilizados
pesticidas sintéticos, porém seu uso prolongado e inadequado ocasionou o desenvolvimento de
resisténcia entre esses organismos considerados como pragas. Além de causarem danos
irremedidveis ao meio ambiente, a biodiversidade, causando desequilibrios ecologicos,
poluicdo ambiental, ameacas a satde, microrganismos considerados benéficos estdo sendo cada
vez mais afetados. Estes produtos apresentam como caracteristicas marcantes a alta toxicidade
e a nao biodegradabilidade. Fazendo-se necessario repensar nos métodos de controle sustentado

de pragas, doencas e plantas daninhas (Chaudhary et al., 2024).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith), é uma praga agricola mais
importante e devastando culturas pelo mundo. E um inseto nativo de regides tropicais e

subtropicais das Américas e com habitos noturnos. Enguanto larva esta praga é um mastigador



de tecido vegetal alimentando-se de folhas e principalmente brotos tenros (Paredes-Sanchez et
al., 2021). Se dispersa facilmente devido a sua eficiente capacidade de adaptacdo, sua
preferéncia por alimentos consiste em uma variedade de plantas hospedeiras (Paredes-Sanchez
et al., 2021). Junto a ela, a broca da cana-de-aclcar , Diatraea saccharalis (F.), também é
uma das principais pragas da cana-de-agUcar e pode matar plantas ainda em estagios iniciais, e
impactando negativamente a produtividade em plantas mais velhas devido ao habito de cavar

tlneis dentro de seus colmos (De Souza et al., 2022).

Os patdgenos que afetam plantacdes podem incluir fungos, bactérias, virus e protistas.
Mais comumente encontramos fungos colonizando plantas e provocando doengas por meio de
diversos mecanismos (Arya Kaniyassery et al., 2024). As perdas de produtividade geradas por
contaminacdo de fungos chegam a 10-15% das safras anuais, resultando em prejuizos

econémicos de bilhdes (Chatterjee et al., 2016).

Uma forma ecologicamente mais correta e financeiramente mais viavel de conter a agéo
de pragas agricolas é por meio do uso de biopesticidas, se trata de agentes de controle de pragas
advindos de produtos naturais ou microrganismos como bactérias, plantas, animais e alguns
minerais. Possuem vantagens benéficas ao serem utilizados como alternativa aos de origem
quimica, por controlarem as contaminagdes de patégenos sem que haja perda de qualidade do
produto (Khursheed et al., 2022).

Dentre 0s microrganismos com maior acdo citados por Chaudhary et al (2024) temos
aqueles  pertencentes as familias de  Pseudomonadaceae,  Streptococcaceae,

Enterobacteriaceae, Bacillaceae e Micrococcaceae destacando Bacillus subtilis.

Klebsiella spp € um género de bactéria isolada inicialmente de uma espécie de planta
haléfita, Arthrocnemum indicum, possui mecanismos gque aumentam o contetdo total de
nitrogénio do hospedeiro e atua como uma rizobactéria promotora do crescimento da planta
(PGPR) (Pandey et al., 2024), foi relatada por Sharma et al. (2019) efeitos de protecao contra

fungos fitopatogénicos, como por espécies de Aspergillus.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos determinar os potenciais inseticidas dos

isolados bacterianos de espécies de Bacillus spp, Pseudomonas spp e Klebsiella sp., alem de


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/diatraea-saccharalis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/diatraea
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/protist
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818124001713#bib9

determinar o efeito fungistatico sobre fungos patogénicos destes mesmos isolados. Com o
intuito de encontrar novas alternativas promissoras de controle bioldgico para que o uso de

agroquimicos seja reduzido.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Uso de agroquimicos na agricultura

Agroquimicos sdo produtos quimicos que possuem o potencial de otimizar a
produtividade e crescimento das lavouras e por isso sdo amplamente utilizados na agricultura
(Priya et al. 2023). Inseticidas, fungicidas, herbicidas e fertilizantes, bem como reguladores de
crescimento, hormdnios e suplementos nutricionais sao classificados como agroquimicos (Priya
et al. 2023). Entretanto, essas substancias causam contaminacdes e seu uso inadequado interfere
na qualidade da agua, na saude humana e na biodiversidade (Tang et al., 2021). O modo de acao
e os efeitos ecoldgicos e na saude humana das formulagdes variam de acordo com 0s grupos
quimicos presentes (Devi; Manjula; Bhavani, 2022). Quatro milhGes e duzentas mil toneladas
de pesticidas foram usadas no ano de 2019, a Alimentacao e Agricultura Dados da Organizacéo
das Nacdes Unidas (FAO) indicaram que 53% correspondiam a herbicidas, fungicidas e
bactericidas 23% e inseticidas 17% (Devi; Manjula; Bhavani, 2022). O consumo médio anual
de inseticidas no periodo de 1990 a 2010 por 82 paises foi de 342.000 toneladas, o de herbicidas
de 75 paises durante o mesmo intervalo foi de 566.000 toneladas, 353.000 toneladas de
fungicidas e bactericidas foram consumidas anualmente em 77 paises (Devi; Manjula; Bhavani,
2022). Os maiores produtores e consumidores de pesticidas agricolas do mundo séo os Estados
Unidos, a UE, o Brasil e a China (Devi; Manjula; Bhavani, 2022).

Os impactos negativos no meio ambiente ocasionados pelo uso de agroquimicos ja séo
bem descritos e associados a persisténcia e a propensdo de bioacumulagdo desses produtos
(Devi; Manjula; Bhavani, 2022). Além disso, 20% dos paises ja relataram inimeros incidentes
que resultaram na poluicdo ambiental ao fazer uso de pesticidas na agricultura (Devi; Manjula;
Bhavani, 2022). Insetos que ndo sdo caracterizados como pragas acabam sendo afetados pela
acdo de agroquimicos, agravando a perda de biodiversidade e funcionalidade do ecossistema
(Devi; Manjula; Bhavani, 2022).
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O solo também ¢ afetado com o uso de agroquimicos, rizobactérias fixadoras de
nitrogénio e bactérias solubilizadoras de fosforo, considerados microrganismos benéficos sdo
acometidos devido a interferéncia nas interagdes moleculares essenciais para a
biotransformacéo de nutrientes no solo (Devi; Manjula; Bhavani, 2022; Lu et al., 2020). A
associacao simbidtica de micrébios do solo com plantas, que promove a fixacdo e solubilizacdo
de nutrientes, é alterada por inseticidas compostos por monocrotofés, lindano, diclorvos,
endosulfan, malathion e clorpirifés, e a maioria dos fungicidas e herbicidas a base de cobre,

como triazinas, alacloro, atrazina, paraquate e glifosato (Devi; Manjula; Bhavani, 2022).

Um fator preocupante ¢ a disseminacdo dos agroquimicos no ambiente, é estimado que
apenas 0,1% da totalidade de pesticidas aplicados atinja o seu alvo, pragas ou erva daninha. Por
meio da deriva de pulverizacédo, deposicédo fora do alvo e escoamento o restante € disperso no
ecossistema (Devi; Manjula; Bhavani, 2022). Esses produtos se degradam e novos compostos
sdo produzidos, tornando as regides tropicais mais propensas a contaminagdo devido ao efeito
de volatilizacdo, isto €, altas temperaturas aumentam as chances de serem sujeitas a dispersao
atmosférica (Huddellet al., 2020; Rochelle-Newall et al., 2015). A lixiviacdo causa a poluicéo
de corpos d’agua por causa da solubilidade do material, ameagando a biodiversidade aquatica
(Capolupo et al., 2020). No trabalho de Devi; Manjula; Bhavani (2022) é descrito que amostras
de agua e peixes advindas de riachos nos Estados Unidos indicaram contaminacgao por residuos
de pesticidas em 90%, resquicios de herbicidas também foram encontrados em pantanos no

Canada.

A saude humana é colocada em risco quando ocorre exposi¢ao a agroquimicos, seja ela
diretamente ou indiretamente como a presenca de residuos nos alimentos e no meio ambiente
(Devi; Manjula; Bhavani, 2022).

A exposicdo aos agroquimicos por meio do contato cutaneo, ingestdo ou inalacéo, séo
vias de entrada de grande importancia e os efeitos fisiolégicos podem ser prejudiciais a saude,
como enfermidade dermatolégicas, gastrointestinais, neuroldgicas, cancerigenas, respiratérias,
reprodutivas e enddcrinas (Fucic et al., 2021; Zafiiga-Venegas et al., 2022). O crescente uso de
pesticidas quimicos na agricultura influenciou aumento de casos de envenenamento, porém os
sintomas e a gravidade do dano causado variam, podendo ser em um periodo curto, horas ou
dias, apds a exposicdo ou um periodo mais prolongado (Fucic et al., 2021; Zufiga-Venegas et
al., 2022).
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3.2. Controle bioldgico

O controle biologico pode ser definido pelo uso de organismos vivos, ou seja, animais
vertebrados ou invertebrados, plantas, microrganismos e virus para contencdo de populactes
de pragas, ervas daninhas ou organismos causadores de doencas (Haq et al. 2024). Seus
beneficios incluem a inibicdo de fitopatdgenos e a promoc¢do de crescimento vegetal (Haq et
al., 2024)

Os métodos de biocontrole consistem em trés segmentos: classico, conservacionista e
aumentativo. O segmento "classica" introduz agentes de biocontrole exdticos para que pragas
especificas sejam predadas por eles. O biocontrole conservacional prioriza o aprimoramento de
agentes biologicos nativas, ja o “aumentativo’ concentra-Se em usar inimigos naturais nativos

para reduzir pragas (Haqg et al., 2024).

Bactérias sdo agentes de biocontrole vastamente utilizados por ser uma excelente
alternativa para o controle de fitopatdgenos, ndo deixando rastros toxicos para o solo, agua e
permitindo a plena funcionalidade da fauna e flora (Haq et al., 2024). Além da sua alta
especificidade, garantindo a atuacao satisfatoria sobre os alvos em questdo, desse modo outros
organismos, muitas vezes considerados benéficos, como polinizadores, que estdo ao redor de
plantacdes ndo sdo atingidas (Haq et al., 2024). O seu custo-beneficio € um fator essencial para
0 mercado pois ao se estabelecer no campo seu efeito pode perdurar por um longo periodo,
juntamente com a aplicacdo desses agentes esta pratica pode ser integrada com outros métodos

de combate a pragas, aumentando sua eficacia (Hag et al., 2024).

A procura por solugdes que envolvam agentes de biocontrole no mercado tem crescido
continuamente, em razdo da maior disseminacdo dos danos que pesticidas sintéticos podem
causar a biodiversidade e a saide humana, das regulamentacdes impostas e do desenvolvimento
de novos produtos sustentaveis, eficazes e objetivos em relacdo a sua praga-alvo (Haq et al.,
2024).

3.3. Mecanismos de acdo dos agentes de controle biolégico

A implementacdo do controle bioldgico pode ser por meio de diferentes mecanismos
como da importacdo, conservacdo ou aumento de inimigos naturais, esses tratamentos sao

usados de formas isoladas ou combinadas, de forma integrada (Schaffner et al., 2024).
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Espécies invasoras como artropodes e ervas daninhas sdo amplamente controladas por
meio da introducdo de inimigos naturais exoticos especialistas para 0 manejo sustentavel, como
forma de controle biol6gico de importacdo, causando reducdes drasticas no nimero de espécies
invasoras (Schaffner et al., 2024). Como relatado no artigo Schaffner et al., (2024) 588 espécies
de inseto-praga em 148 paises diferentes foram controladas pela importacdo de inimigos
naturais, 29% dos casos obtiveram sucesso, outro relato citado é do controle parcial ou completo

de 66% por parte da implantacdo de artropodes e fungos benéficos.

O controle biolégico consiste na conservacdo e expansao de populagdes de inimigos
naturais nativos (Schaffner et al., 2024). A diversificagéo de culturas e a manipulacdo de habitat,
como a criacdo de infraestruturas ecoldgicas, faixas de flores, sebes ou barreiras de grama para
a implementacdo deste método (Schaffner et al., 2024). O aumento da diversidade de inimigos
naturais por meio de fornecimento de recompensas alimentares, hospedeiros de espécies
alternativas, presas e abrigo em escalas de campo, fazenda ou paisagem agricola corrobora para
a resisténcia nos agroecossistemas (Schaffner et al., 2024). De maneira semelhante inseticidas
selecionados sdo estrategicamente aplicados, favorecendo a persisténcia dos inimigos naturais

e consequentemente diminuindo a ocorréncia de surtos (Schaffner et al., 2024).

Com a liberacdo por inundacdo ou inoculacdo de agentes de controle bioldgico
desenvolvidos em laboratorio caracteriza o controle biologico aumentativo, 0s seus ganhos

podem ser rapidos ou dependente de estacdes (Schaffner et al., 2024).

O mecanismo de acgdo de pesticidas formulados por bactérias tem como alvo o sistema

digestivo da praga, que é atingido pelas endotoxinas produzidas.

De acordo com o que € relatado em Chaudhary et al. (2024) os agentes bacterianos de
controle biologico podem ser classificados como patdgenos facultativos (Pseudomonas
aeruginosa), patdgenos obrigatorios (Bacillus popilliae), formadores de esporos cristaliferos
(Bacillus thuringiensis) e patdgenos potenciais (Serratia marcescens). As que possuem um
maior nimero de aplicacGes sao os formadores de esporos, essa classe € amplamente conhecida
pela sua eficacia, seguranca e altamente especifica, sendo aplicada em diversos campos da
sociedade como medicina, agricultura e silvicultura. O mais conhecido se trata da B.
thuringiensis (Bt), ela age produzindo durante a sua esporulacdo, cristais parasporais, estes
cristais consistem em proteinas inseticidas (toxinas Cry e Cyt) ou d-endotoxinas (Chaudhary et
al., 2024).
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3.4. Microrganismos bacterianos com atividade inseticida

A S. frugiperda é uma praga caracterizada por seus habitos migratorios e polifaga que
corroboram para a capacidade de atingir mais de 80 culturas agricolas distintas, ocasionando
perdas econbmicas severas (Bakry; Abdel-Baky, 2024). Sua a¢do mais notdria é no cultivo do
milho, conforme relatado por Van den Berg et al. (2021) foram reportados na Africa do Sul
perdas variando de 26,5% a 56,8%. Ja Day et al. (2017) e Rwomushana et al. (2018)
demonstraram que as perdas entre 22% e 67% em colheitas de milho em paises como Gana e

Zambia geraram milhdes de délares em prejuizos econémicos.

A caréncia de métodos de controle da S. frugiperda pode reduzir cerca de 21% a 53%

da producéo global do milho anualmente (Bakry; Abdel-Baky, 2024).

A D. saccharalis representa um grande risco para a eficiéncia produtiva da cana-de-
acucar, sendo considerada a principal praga dessa cultura, em casos de infestacdo de 1% dos
entrends por parte desse inseto-praga € estimado que ocorra uma perda de rendimento de agucar

em valores que variam entre 0,5% e 1,1% (De Mello et al., 2020).

O género bacteriano Bacillus, é composto por cerca de 423 espécies, sd0 gram-
positivas, possuem formato de bastonete, formam esporos e catalase positivas pertencentes ao
filo Firmicutes (Prasad et al., 2023). S&o encontradas em quase toda a natureza disseminados no
solo, na agua, no ar, rizosfera, trato intestinal de humanos e animais (Prasad et al., 2023). A
capacidade de formar enddsporos permite que habitem ambientes de condi¢Bes extremas como
fontes termais e ambientes acidos (Prasad et al., 2023). Uma das caracteristicas de Bacillus sp.
mais importante para a biotecnologia é a capacidade de producdo de variados grupos de
metabolitos secundarios, tendo de 5 a 8% de seu genoma designado para a sua sintese (Prasad
et al., 2023). Os membros desse género atuam como promotores de crescimento e agentes de
biocontrole contra estresses bidtico e abidtico, podem agir como biofertilizante e biopesticida,

produzindo potenciais compostos antagonistas (Prasad et al., 2023).

B. thuringiensis € amplamente utilizado em formulagdes que visam o controle de pragas
pois trazem uma alta especificidade, B. thuringiensis podem sintetizar até oito toxinas diferentes
potencializando biocontrole de insetos-praga, reduzindo efeitos adversos para o ambiente a
salde humana (Daquila et al., 2019). B. thuringiensis e suas respectivas toxinas agem como
biopesticidas para diversos insetos, como a broca da cana-de-agUcar (D. saccharalis), 0s

produtos que contém B. thuringiensis tem como alvo principal o intestino médio, os
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entomopat6genos levam a lise das células intestinais e a ruptura da parede intestinal, contetdo
intestinal se mistura com a hemolinfa, reduzindo o pH intestinal, dessa forma a bactéria é
disseminada no organismo espalhando a infeccdo, levando o inseto a morte por septicemia e

inani¢do (Daquila et al., 2019).

Segundo Daquila et al. (2019) tratamentos com B. thuringiensis sorovar Aizawai GC-
91 reduziram gradualmente a mobilidade de larvas até que cessasse completamente. As larvas

alteram sua cor de marrom para preto apos a sua morte.

O género Pseudomonas sdo bactérias gram-negativas, adaptavel a diversos habitats,
sendo facilmente encontradas pelo mundo (Kupferschmied; Mauerhofer; Keel, 2013). Variam
também seu modo de vida podendo se apresentar como saprofitas, patégenos de plantas ou
patdgenos humanos oportunistas, ou manter relagbes comensais com plantas, estes em grande
parte sdéo membros colonizadores de raizes do grupo, como Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas protegens e Pseudomonas chlororaphis (Kupferschmied; Mauerhofer; Keel,
2013).

Foi observado que cepas caracteristicas de Pseudomonas sp. podem infectar e matar
insetos. Em Kupferschmied; Mauerhofer; Keel (2013) é dito que Pseudomonas protegens Pf-5
possui uma toxina de inseto ligada a atividade inseticida relacionada ao gene Fit (toxina
inseticida de P. fluorescens). Este gene quando expressado em Escherichia coli induz a morte
e melanizacdo do verme do chifre do tabaco Manduca sexta e larvas da traca da cera maior

Galleria mellonella.

De acordo com Ruffner et al. (2015) o gene Fit se mostrou eficiente no teste para P.
chlororaphis PCL1391 contra S. littoralis. “A toxina do inseto Fit compartilha 73% de
identidade com a toxina inseticida flexivel Mcfl e 67% com a Mcf2, ambas produzidas por
Photorhabdus luminescens, uma bactéria simbionte de nematoOides entomopatogénicos”
(Ruffner et al. 2015).

3.5. Microrganismos bacterianos com atividade fungistatica

Bacillus sp. produz uma gama de bacteriocinas atividade antimicrobiana, como amisina,
subtilina, amilo-lisina, amilociclina, turicina, subtilosina A e B, algumas podem ser utilizadas

no biocontrole de patdgenos vegetais. Os Lipopeptideos ciclicos (CLPs), se trata de um
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composto anfifilico composto de &cidos graxos ligados a cauda com um oligopeptideo curto
para formar uma estrutura de anel ciclico, séo sintetizadas por diversos Bacillus sp., sendo as
surfactinas, iturinas e fengicinas 0s compostos mais importantes e sdo potentes agentes de
biocontrole. Os CLPs interagem com a membrana celular de patégenos, desequilibrando o fluxo
de ions transmembrana, por meio da criacdo de criando poros. B. velezensis foi capaz de
produzir metabdlitos secundarios contra fitopatdgenos, como lipopeptideos e policetideos,
incluindo macrolactina, bacilibactina, surfactina, fengicina, difficidina, bacileno e bacilomicina
(Prasad et al., 2023). B. subtilis possui o0 mecanismo de defesa da resisténcia sistémica induzida
(RSI) como forma de aumentar a imunidade da planta hospedeira contra a infecgdo microbiana,
além de comprovado de efeito antagdnico contra fitopatdgenos fungicos dentre eles Penicillium
digitum, Microsporum canis, Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus, A. niger e Rhizopus

oryzae (Prasad et al., 2023).

Segundo as informagdes contidas em Prasad et al. (2023) B. subtilis NCIB 3610 reduziu
0 crescimento de de 61% de Botryodiplodia theobromae, 58% Macrophoma mangiferae e 51%
Pestalotiopsis mangiferae, B. subtilis exerceu efeitos antagdnicos sobre Fusarium avenaceum,
F. oxysporum, F. equiseti, Alternaria spp. e Bipolaris spp. Além desses resultados
demonstrados, B. subtilis foi capaz de produzir surfactina e compostos volateis eficientes

contra Fusarium, Alternaria, Saccharicola e Cochliobolus (Prasad et al., 2023).

A producdo de quitinase por parte da B. subtillis TD11 inibiu vérios fitopatégenos
fungicos que continham quitina em sua parede celular como Aspergillus, Fusarium,
Rhizoctonia e Colletotrichum (Prasad et al., 2023). B. subtilis (B1) e B. tequilensis (B2—B4)
evidenciaram a producao de proteases e esse composto inibiu o crescimento de Fusarium spp.

em quatro espécies (Prasad et al., 2023).

Antibiose € a forma mais potente das Pseudomonas sp. combater fitopatégenos
transmitidos pelo solo (Kupferschmied; Maurhofer; Keel, 2013). Cepas deste género produzem
metabolitos secundarios contra fungos como Fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG),
pioluteorina, pirrolnitrina, cianeto de hidrogénio (HCN) e lipopeptideos ciclicos capazes de

combater doencas (Kupferschmied; Maurhofer; Keel, 2013).

Algumas linhagens de Pseudomonas sp. colonizadoras de raizes conseguem proteger
plantas de importantes patdgenos fingicos e oomicetos que sao transmitidos via solo, incluindo
Gaeumannomyces, Thielaviopsis, Rhizoctonia, Fusarium oxysporum e Pythium sp.
(Kupferschmied; Maurhofer; Keel, 2013).
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Segundo os autores Kupferschmied; Maurhofer; Keel (2013) produtos que apresentam
em sua composicdo Pseudomonas sp. benéficas para a planta podem apresentar potenciais
fungicidas significativos como AtEze (P. chlororaphis) contra doencas de raiz Pythium,
Rhizoctonia e Fusarium de vegetais e plantas ornamentais em estufas, BlightBan A506 (P.
fluorescens) contra queimadura bacteriana observadas em macé e pera, e Bio-Save 10 LP/11
LP (Pseudomonas syringae) no controle de doencas pds-colheita de frutas e batata. Tubérculos
de batata sdo acometidos por doencas causadas por Rhizoctonia, Phytophthora, Streptomyces e
Erwinia, como forma de combate Pseudomonas Proradix foi aplicado na formulagédo de novos

produtos (Kupferschmied; Maurhofer; Keel, 2013).

3.6. Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

Este trabalho pode ser alinhado com alguns objetivos de desenvolvimento sustentavel
propostos pela Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU) como a ODS 2: Fome Zero e
Agricultura Sustentavel, por meio da proposta de inserir novas alternativas de agentes de
controle biologico ecologicamente mais corretos no mercado, diminuindo perdas de
produtividade agricola. A ODS 12: Consumo e Producdo Responsaveis, a substituicdo ou até
mesmo a reducdo de agroquimicos indica praticas mais responsaveis e sustentaveis. A presenca
de agentes de biocontrole no ambiente possui menores niveis de toxicidade para a
biodiversidade do planeta, principalmente a fauna e flora associadas aos sistemas agricolas, ao
compararmos com agroguimicos convencionais, este aspecto do trabalho contribui para o
objetivo ODS 15: Vida Terrestre.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de desenvolvimento de estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Bioguimica de Microrganismos e Plantas,
situado no Departamento de Biotecnologia Agropecuéaria e Ambiental no campus da Faculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — FCAV, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP, Jaboticabal, Estado de S&o Paulo.
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4.2. Culturas bacterianas

Os isolados bacterianos JBC 1, JBC 13, JBC 43 e JAB 01, armazenado no banco
“Jaboticabal Biological Control” do Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas
(LBMP) (UNESP-FCAV), e armazenados em freezer -80 °C em microtubos contendo 205 de
glicerol. Os isolados foram cultivados em meio Luria-Bertani (LB) e incubados a 30°C e 150
rpm por 24 horas. Condi¢des de cultura usadas para todas as analises. Os isolados bacterianos
foram selecionados devido a caracteristicas de promocdo de crescimento relevantes

apresentadas em estudos anteriores realizados por membros do LBMP.

4.3. Sobrenadante Livre de Células (SLC)

Apos o cultivo dos microrganismos, com a densidade 6ptica igual a (DO 600nm), as
culturas foram submetidas a duas centrifugacdes sequenciais (4°C, 40 min, 10.000 rpm) em
tubos Falcon estéreis. Apos a Ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado com um filtro de
politetrafluoretileno de 0,22 micrémetro. Uma aliquota de 100 ul foi retirada e inoculada em
uma placa com meio LB solido. Em seguida, incubada em estufa (Demanda Bioquimica de

Oxigénio - DBO) a 30°C, para a verificacdo da eficacia da filtragem (Luis A. Ch. Rojas, 2024).

4.4 Andlises filogenéticas

Os isolados bacterianos utilizados no estudo foram identificados utilizando a técnica

molecular de sequenciamento do gene 16Sr RNA.

4.5 Bioensaio Spodoptera frugiperda (JE Smith)

As posturas de Spodoptera frugiperda (JE Smith) foram fornecidas pelo Laboratério de
Ecologia Aplicada — FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP e os bioensaios conduzidos com dieta
artificial (Greene et al., 1976), em placas de poliestireno de 128 pocos, (Cell Wells, Corning
Glass Works), com aproximadamente 1 mL de dieta por poco. Sobre a superficie da dieta
solidificada, foram adicionados 60 puL do cultivo bacteriano em cada poco da placa, que possui

area de 2 cmz2, cada parcela foi constituida de 16 pocos. Foram realizados 5 tratamentos, sendo
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uma placa para cada tratamento, com os cultivos dos seguintes isolados bacterianos JBC 01,
JBC 13, JBC 43 e JAB 01, 0 meio LB esterilizado foi usado como controle. Foram realizados
dois bioensaios, o0 primeiro bioensaio continha os tratamentos JBC 01, JBC 13, JBC 43e LB, e
0 segundo bioensaio foi submetido aos tratamentos com os isolados bacterianos JBC 01, JBC
43, JAB 01 e LB. Apds a confeccdo dos tratamentos, aguardou-se até que o liquido adicionado
estivesse completamente seco e em seguida uma larva neonata de S. frugiperda foi transferida
para cada poco da placa e selada com adesivo. Posteriormente as bandejas foram transferidas
para camara climatizada com temperatura de 27 °C + 2 e fotoperiodo de 12 horas de luz/12
horas de escuro. No decorrer de sete dias foram monitorados o desenvolvimento e a mortalidade

das larvas ao final deste periodo.
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4.6 Bioensaio Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)

O teste foi realizado com posturas cedidas pela Usina Sdo Martinho (Pradopolis-SP)

com as dietas em tubos de ensaio com diametro aproximado de 2,5 cm. As larvas foram


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/diatraea
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mantidas em tubos de vidro (2,5 cm de didmetro x 8,5 cm de altura), contendo dieta artificial
(MACEDO et al., 1983), seguido de técnicas assépticas de criacdo de insetos descritas por Parra
(1999), havia um total de 36 tubos que foram divididos em 4 tratamentos (LB controle, isolados
JBC 1, JBC 43 e JAB 01) com 9 repeticdes em cada uma delas. Foi inoculado 180 uL de cada
um dos cultivos bacterianos, sobre a dieta solidificada. Em cada tubo foram inoculadas cinco
larvas, ap6s o liquido adicionado estar completamente seco, os tubos foram tampados e
colocados em uma estante. Em seguida foram levados para camara climatizada com
temperatura de 27 °C + 2 e fotoperiodo de 14 horas de luz/10 horas de escuro. Decorrido sete
dias foi verificada a mortalidade das larvas além disso, foi realizada a pesagem de cinco larvas

de cada tratamento utilizando uma balanca analitica.
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4.7 Ensaio de atividade antagbnica de fungos

A atividade antagdnica dos isolados bacterianos JBC 01, JAB 01 e JBC 43 contra fungos
fitopatdgenos selecionados foi testada. Um disco de agar (aproximadamente 5 mm de diametro)

de cultura fangica (cultivados por 7 dias) foram colocados em um ponto extremo de placas de
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Petri (9 cm de didmetro) com meio de cultivo Agar de Batata Dextrose (BDA) e, em seguida,
em ponto equidistante do disco fangico, 10 ul dos cultivos bacterianos (JBC 01, JAB 01 e JBC
43) foram inoculados. Placas de Petri inoculadas apenas com os fungos fitopatégenos foram
usadas como controle. As placas foram mantidas na incubadora (DBO) de 7 a 10 dias a 25 *

1°. O indice de crescimento micelial foi medido com o software Fiji.

4.8 Ensaio de compostos volateis

A atividade de possiveis compostos volateis foi testada apenas com os fungos e isolados
que apresentaram atividade de inibicdo positiva. Foram utilizadas placas descartaveis com
divisoria, onde de um lado foi colocado meio LB solido, e do outro colocado meio BDA so6lido,
com pH 7. No meio com BDA foi inoculado um disco de agar (=5 mm de didmetro) de cultura
fungica (cultivados por 7 dias), no meio com LB foi inoculado 10uL do cultivo do isolado
bacteriano. As placas foram armazenadas na DBO a 28°C de 5-7 dias. O indice de crescimento

micelial foi medido com o software Fiji.
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4.9 Anélises estatisticas

A porcentagem de mortalidade do bioensaio com S. frugiperda e indice de crescimento
micelial nos bioensaios de atividade antagOnica e de crescimentos foram calculados e esses
dados foram submetidos a um teste estatistico de Tukey, com uma significancia igual a 95%.
Os graficos e demais analises estatisticas resultantes foram processadas pelo programa R
Studio.

5. RESULTADOS

5.1 Anélise filogenética dos isolados bacterianos

Apos a identificagdo dos isolados bacterianos, foi encontrado que o isolado bacteriano
JBC 01 e JAB 01 se trata de bactérias do género Bacillus sp., o isolado bacteriano JBC 43
pertence ao género Pseudomonas sp. O isolado JBC 13 foi atribuido ao género Klebsiella sp.
se tratando de uma espécie patogénica, portanto, seguindo as regras de biosseguranca ndo

prosseguimos os testes com este isolado.

5.2 Atividade inseticida dos isolados bacterianos contra Spodoptera frugiperda.

Dos cinco tratamentos realizados, os isolados bacterianos Bacillus sp. JBC 01 e Bacillus
sp. JAB 01 apresentaram uma taxa de mortalidade total de 70% e 45%, respectivamente,

enquanto os demais tratamentos registraram mortalidade igual ou inferior a 30% (Figura 1).
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Figura 1- Mortalidade relatada dos sete tratamentos de bioensaio de S. frugiperda.

As curvas de Kaplan-Meier, avaliam a mortalidade diaria ocasionada por cada
tratamento, foram utilizadas com o intuido de determinar qual isolado contém o mecanismo de
acdo mais rapido, o efeito inseticida do Bacillus sp. JBC 01 foi precoce em compara¢cdo com
0s outros tratamentos, com registro de individuos mortos a partir do segundo dia do ensaio.

Esse efeito foi mantido até o ultimo dia do experimento, com uma probabilidade de
sobrevivéncia de aproximadamente 30% (Figura 2).
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Curvas de Sobrevivéncia Kaplan-Meier de Isolados Bacterianos
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Figura 2 - Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier de isolados bacterianos

Efeito semelhante foi observado com o sobrenadante livre de células (SLC) do Bacillus
sp. JBC 01, mas foi obtida uma probabilidade de sobrevivéncia de aproximadamente 80%,

enquanto nos demais tratamentos a probabilidade foi superior a 85% (Figura 3).
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Curvas de Scbrevivéncia Kaplan-Meier de Sobrenadante Livre de Células
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Figura 3 - Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier Sobrenadante livre de células.

As curvas obtidas pelo método estatistico de risco acumulado (Cumulative Hazard)
indicaram que, nos tratamentos com os isolados bacterianos (Figura 4) e nos tratamentos com
0s sobrenadantes livre de células (Figura 5), o isolado Bacillus sp. JBC 01 destacou-se,

apresentando a probabilidade acumulada de gerar mortalidade de lagartas.

—— CKLB
- JBC 01

. JBC 1F =
JBG 4F 4L:‘:
[ I

1.5

Risco Acumulado

1

Tempo (dias)

Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 4 - Risco acumulado (Cumulative Hazard) dos isolados bacterianos
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Figura 5 - Risco acumulado (Cumulative Hazard) dos sobrenadantes livre de células.

5.3 Atividade inseticida de isolados bacterianos contra Diatraea saccharalis

Os tratamentos em que os isolados bacterianos Bacillus sp. JBC 01, Pseudomonas sp.
JBC 43 e Bacillus sp. JAB 01 foram inoculados ndo resultaram na mortalidade das larvas
neonatas. Contudo, foi observado um efeito subletal sobre o seu crescimento. A media de peso
do controle LB foi de 21,01 mg, dessa forma o tratamento com o isolado Bacillus sp. JAB 01
apresentou a maior taxa de reducao de crescimento com uma média de peso igual a 17,78 mg,
em seguida o tratamento Bacillus sp. JBC 01 com 19,16 mg e por fim o tratamento,

Pseudomonas sp. JBC 43 obteve a menor média de taxa de reducdo de crescimento das larvas

19,36 mg (Tabela 1).

Tabela 1- Médias da redugdo de crescimento por tratamentos no bioensaio com Diatraea saccharalis.

Tratamentos Massa dos individuos (mg)
LB 21,01
Bacillus sp. JBC 01 19,16

Pseudomonas sp.JBC 43 19,36
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Bacillus sp. JAB 01 17,78

O gréfico Boxplot (Figura 6) demonstra a distribuicdo dos pesos dos tratamentos
realizados com D. saccharalis, se afere que o tratamento com o isolado Bacillus sp. JAB 01
possui 0 conjunto de dados mais homogéneos, isto €, 0s pesos das lagartas deste tratamento ndo

apresentaram grande variacao entre elas.

]
0.03 -
=]
g | ‘
(=]
w0
[
B .02
|
0.01 -
Bacillus Pseudomonas  Bacillus sp. CK-LB
sp.JBG 01 sp. JBC 43 JAB 01
Tratamento

Fonte: Elaboracéo propria

Figura 6 - Boxplot dos pesos de lagartas de Diatraea saccharalis.

5.4 Atividade fungistéatica de isolados bacterianos

5.4.1 Atividade antagonica dos isolados

A Bacillus sp. JBC 01 apresentou uma inibicdo do crescimento fungico quando co-
Fusarium

inoculada com Macrophomina phaseolina, Colletotrichum gloeosporioides,
oxysporum e Trametes cingulata. A Pseudomonas sp. JBC 43 inibiu o crescimento fungico de

Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium oxysporum. A Bacillus sp. JAB 01 ao ser co-
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inoculada com Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Fusarium verticillioides,

Trametes cingulata e Sclerotinia sclerotiorum inibiram o seu crescimento fungico (Figura 6).

Bacillus sp. Pseudomonas Bacillus sp.
Controle JBCO1 Controle sp. JBC 43 Controle  JAB 01

Colletotrichum

Colletotrichum .
gloeosporioides

Macrophomina o
gloeosporioides

phaseolina

Fusarium

oxysporum
Fusarium

oxysporum

Colletotrichum
gloeosporioides

Fusarium
verticillioides

Fusarium
oxysporum
Trametes
cingulata

Trametes

cingulata Sclerotinia

sclerotiorum

Fonte: Elaboracao propria.

Figura 6 - Bioensaio da atividade antagdnica dos isolados bacterianos sobre fungos patogénicos de

plantas.

Em relacdo a porcentagem de inibicao crescimento micelial (ICM) o tratamento com o
maior valor obtido foi 63% em Fusarium oxysporum com a Bacillus sp. JAB 01 , 61% em
Trametes cingulata com Bacillus sp. JBC 01, 51% em Colletotrichum gloeosporioides com
Bacillus sp. JBC 01, 48% em Macrophomina phaseolina com Bacillus sp. JBC 01, 44,9% em
Trametes cingulata com Bacillus sp. JAB 01, 44,8% em Colletotrichum gloeosporioides com
a Pseudomonas sp. JBC 43, 39% em Colletotrichum gloeosporioides com Bacillus sp. JAB 01,
34% em Fusarium oxysporum com Bacillus sp. JBC 01, 31% em Fusarium oxysporum com
Pseudomonas sp. JBC 43, 29% em Fusarium oxysporum com Bacillus sp. JAB 01 e 24% em

Sclerotinia sclerotiorum com Bacillus sp. JAB 01 (Figura 7).
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Figura 7 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (ICM). Valores com letras iguais ndo diferem

significativamente. As barras pretas representam o erro percentual.

5.4.2 Efeito de COVs no crescimento micelial

Foi avaliado se os isolados bacterianos Bacillus sp. JBC 01, Pseudomonas sp. JBC 43 e
Bacillus sp. JAB 01 possui 0 mecanismo de producdo de compostos organicos volateis (COVs)
como forma de controle biolégico contra fungos patogénicos de plantas que apresentaram

atividade positiva nos testes de fungos antagénicos (Figura 8).
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Figura 8- Efeito antifingico de VOCs liberados pelos isolados bacterianos

A Bacillus sp. JBC 01 inibiu o crescimento fangico de Colletotrichum gloeosporioides
em 32%, Fusarium oxysporum em 20% e Trametes cingulata em 23%. A Pseudomonas sp.
JBC 43 inibiu o crescimento micelar Fusarium oxysporum em 15%. E a Bacillus sp. JAB 01 ao
ser confrontado com os fungos fitopatogénicos Colletotrichum gloeosporioides em 27%,
Fusarium verticillioides em 36% e Trametes cingulata em 25% inibiu o seu crescimento

micelial (Figura 9).
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Figura 9 - Porcentagem de inibi¢do do crescimento micelar (ICM). Valores com letras iguais ndo diferem

significativamente. As barras pretas representam o erro percentual.

6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no bioensaio com as lagartas de S. frugiperda mostram melhor
desempenho de controle com o Bacillus sp. JBC 01. Os resultados foram semelhantes aos
obtidos por Polanczyk; Silva; Fiuza (2000) onde as cepas Bt. thuringiensis 4412 e Bt aizawali
HD 68 causaram 80,40% e 100% de mortalidade, respectivamente, foi sugerido que a
toxicidade das cepas em questdo esta associada a composicdo de seus cristais, que pode
influenciar no potencial toxico, a cepa Bt aizawai HD 68 carrega os genes (crylA (a), crylD)

ligados a toxicidade, ao passo que Bt. thuringiensis 4412 tem apenas o gene (crylB).

Os resultados relacionados a mortalidade entre os isolados bacterianos (Bacillus JBC
01, Klebsiella JBC 13 e Pseudomonas JBC 43) e seus respectivos sobrenadantes livre de células

(SLC) indicam que a atividade inseticida esta associada a células bacterianas e, em menor grau,
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a seus respectivos sobrenadantes livres de células, sugerindo que a molécula ativa
provavelmente é intracelular, porém é importante fazer teste de caracterizacdo da fragdo ativa
dos isolados bacterianos e determinacdo da molécula ativa por meio de analises

cromatograficas.

Os tratamentos com os isolados bacterianos Bacillus sp. JBC 01, Pseudomonas sp.JBC
43 e Bacillus sp. JAB 01, que foram submetidos ao bioensaio com as lagartas de D. saccharalis
(F) ndo resultaram em morte mas manifestaram efeitos subletais como a reducéo de massa das
lagartas, sendo que o isolado Bacillus sp. JAB 01 se sobressaiu. Efeitos subletais como a
reducédo de peso apos a exposicao larval de Helicoverpa armigera (Hiibner 1809) (Lepidoptera:
Noctuidae) a azadiractina e Bt thuringiensis Berliner (Bacillales: Bacillaceae) foram relatados
no estudo feito por Abedi et al. (2014).

No bioensaio de atividade antagdnica de fungos, Bacillus sp. JAB 01 inibiu o
crescimento fungico de forma mais acentuada, semelhantes ao estudo conduzido por Bolivar-
Anillo et al.(2021) em que duas cepas de B. subtilis de Zea mays inibiram (40%) do crescimento
de Botrytis cinerea em condicdes in vitro e B. subtilis XZ 18-3 que possui um potencial para
inibir o patdgeno do trigo (Rhizoctonia cerealis) revestimento de sementes e/ou introducéao

direta da bactéria no solo de acordo com uma pesquisa de Yi et al. (2022).

Ao avaliarmos a capacidade de inibir o crescimento fangico, novamente, o isolado que
se destacou foi Bacillus sp. JAB 01, He et al. (2020) registraram em seu experimento que na
placa inoculada com B. methylotrophicus BCN2 e B. thuringiensis BCN10 os COVs ao serem
confrontados com cinco patdgenos testados (Fusarium oxysporum, Botryosphaeria sp.,
Penicillium expansum, Trichoderma atroviride, Colletotrichum gloeosporioides) inibiram o
crescimento de micelial de todos eles. A cepa BCN2 inibiu o crescimento de C.
gloeosporioides, Botryosphaeria sp. e F. oxysporum. Enquanto, o BCN10 mostrou efeito

inibitorio contra Botryosphaeria sp., P. expansum, T. atroviride e C. gloeosporioides.

7. CONCLUSAO

Ao relacionar todos os resultados obtidos € possivel concluir que nos testes realizados
no atual trabalho o género Bacillus sp. (JBC 01 e JAB 01) se destacou em comparag¢ao com 0s
demais isolados bacterianos, em especial o isolado Bacillus sp. JAB 01, pela sua atividade

inseticida ou capacidade de inibicdo do crescimento micelial, isto permite classificar este
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isolado bacteriano como uma promissora possivel alternativa de recurso para 0
desenvolvimento de novos produtos de controle bioldgico, e incentivar a redugdo demasiada de
agroquimicos por meio de alternativas sustentaveis que geram um impacto negativo menor para

0 ambiente como um todo.

Apesar dos isolados pertencentes a Pseudomonas sp. e Klebsiella sp. utilizados no
presente estudo, ndo obteve resultados tdo satisfatorios quanto o género Bacillus sp. estes
géneros possuem potenciais biotecnolégicos promissores, porém demandam estudos
aprofundados para elucidar seus mecanismos de acéo e futuramente ampliar suas aplicacfes na

ciéncia.
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