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RESUMO

Bacillus é um dos géneros de bactérias com diversidade biotecnoldgica reconhecidos
por secretarem varios metabdlitos que promovem o crescimento das plantas e
previnem a infeccdo por patégenos. O presente trabalho teve como objetivo otimizar
a producdo de endosporos do isolado de Bacillus velezenses AP-3 via fermentacéo
liguida e fermentacdo semi-soélida; produzir uma formulacéo de fungicida biolégico a
base de enddsporo, bem como avaliar o potencial como agente de controle de
Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e como promotor de
crescimento em plantas de feijdo. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de
Microbiologia Ambiental “Raquel Ghini” e em Casa de Vegetacdo da Embrapa Meio
Ambiente, Jaguaritna, SP. Nos ensaios conduzidos em laboratorio foram otimizadas
combinacgdes entre varidveis que interferem no processo fermentativo, tanto em meio
semi-solido, como liquido. A partir de suspensdes destes meios foi estudado o
potencial antagonista do isolado por meio da producéo de antibioticos e metabdlitos
contra S. sclerotiorum e F. oxysporum f. sp. lycopercisi. Também foram obtidas
formulacées em poé utilizando talco e fécula de batata. O ensaio de promocdo de
crescimento de plantas consistiu em avaliar os formulados em diferentes formas de
aplicacao (tratamento de semente, aplicacdo no sulco de semeadura e tratamento de
sementes em associacdo com aplicacdo em sulco de semeadura). As modificacdes
de varidveis no meio de cultura alteraram a quantidade de enddsporos produzidos por
B. velezensis AP-3. A producao via fermentacdo em estado sélido com farinha de
arroz e fécula de batata foi viavel quando fermentadas por 7 dias em meio com 60%
de umidade, sendo as maiores medias de concentracdes de 2,06 x 108 e 1,82 x 108
UFC g*. Por outro lado, o meio de Melaco + Farelo de Algod&do produziu 1,69 x 10°
UFC mL1de enddsporos de B. velezensis via fermentacdo submersa. As formulacdes
obtidas a partir dos enddsporos produzidos via fermentagdo submersa em mistura
com talco e fécula de batata apresentaram viabilidade estavel em formulacdes por até
226 dias (ultima avaliacdo). O isolado inibiu o crescimento micelial dos dois patégenos
testados, além disso, apresentou potencial para promoc¢ao de crescimento de plantas

de feijao influenciando positivamente o desenvolvimento do sistema radicular.

Palavras-chave: Bacillus spp.; controle bioldgico; formulacdo de bioprodutos;

processos fermentativos.






ABSTRACT

Bacillus is one of the bacteria genera with biotechnological diversity recognized for
secreting several metabolites that promote plant growth and prevent infection by
pathogens. The objectives of this study were to optimize endospore production of
Bacillus velezensis strain AP-3 via liquid fermentation and semi-solid fermentation; to
produce an endospore-based biofungicide formulation, as well as to evaluate its
potential as a control of Sclerotinia sclerotiorum and Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, and as a growth promoter in bean plants. The assays were carried out at
the Laboratory of Environmental Microbiology “Raquel Ghini” and at the greenhouse
of Embrapa Meio Ambiente, Jaguaritna, SP. In the assays carried out in the laboratory
combinations between variables that interfere in the fermentation process were
optimized, both in solid and liquid media. From suspensions of these media, the
antagonistic potential of the isolate was studied through the production of metabolites
against S. sclerotiorum and F. oxysporum f. sp. lycopercisi. Powder formulations were
obtained in talc and potato starch. The plant growth promotion assays consisted of
evaluating the formulas in several delivery application (seed treatment, application in
the sowing furrow and seed treatment associated with application in the sowing
furrow). The variables evaluated in the culture medium changed the concentration of
endospores produced by B. velezensis AP-3. Solid-state fermentation in medium
containing rice flour and potato starch was viable when fermented for 7 days in a
medium with 60% humidity, with the highest mean concentrations of 2.06 x 108 and
1.82 x 108 UFC g*. On the other hand, the Molasses + Cotton Bran medium produced
1.69 x 10° CFU mL™? of B. velezensis via submerged fermentation. The formulations
obtained from the endospores produced via submerged fermentation in a mixture with
talc and potato starch showed stable viability in formulations for up to 226 days (last
evaluation). The isolate inhibited the mycelial growth of the two pathogens evaluated,
in addition, it showed potential for promoting the growth of bean plants, positively

influencing the development of the root system.

Keywords: Bacillus spp.; biological control; formulation of bioproducts; fermentation

processes.
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1 INTRODUCAO

As doencas das plantas causadas por bactérias e fungos podem levar a uma
reducao do potencial de produgdo na auséncia de medidas adequadas de controle.
Além disso, 0 uso excessivo e descontrolado de pesticidas quimicos pode levar a
diminuicdo da producéo das culturas devido ao desenvolvimento da resisténcia dos
patdégenos aos principios ativos (DIMKIC et al., 2022).

Devido a preocupacgdo da sociedade diante do uso demasiado de agrotoxicos
na agricultura e seus potenciais problemas, tanto a satdde publica quanto ao equilibrio
dos sistemas biologicos, tem-se buscado um sistema de producdo apoiado em
principios ecoldgicos (SINDHU et al.,, 2016; SHARMA et al, 2019). Essas
intervencdes para o0 manejo de pragas e doencas reduzem o contato humano com
pesticidas quimicos e diversas abordagens tém sido utilizadas para minimizar ou
reduzir a aplicacdo de agrotoxicos (SEHRAWAT et al., 2022). Varios microrganismos
estdo sendo explorados como agentes de biocontrole no sistema de manejo integrado
de pragas (MIP) (CUCU et al., 2019; LEYBOURNE et al., 2020).

O controle biologico de doencas surge como uma possibilidade para o manejo
de diferentes fitopatbgenos, devido ao emprego de diferentes espécies de
microrganismos (MORANDI; BETTIOL, 2009; KONG et al., 2016). Além disso, é uma
técnica eficaz e segura, reduzindo os impactos negativos dos agroquimicos no
ambiente, nos alimentos e na resisténcia dos patogenos (THAKKAR; SARAFI, 2015).
Os agentes microbianos de controle biol6gico protegem as culturas contra danos por
doencas via diferentes mecanismos de acdo, tais como: antibiose, parasitismo,
competicéo, predacdo ou inducao de resisténcia (PIETERSE et al., 2014; CONRATH
et al., 2015; FIRA et al., 2018).

Dentre as bactérias com efeito antagonista contra fitopatdgenos destacam-se
as do género Bacillus (KOREJO et al., 2017; SENDI et al., 2020). Na busca de agentes
de controle biolégico para a agricultura sustentavel, a descoberta de Bacillus spp. é
muito significativa, pois estudos indicam que essas bactérias sdo promissores agentes
de biocontrole de fitopatdgenos e promogdo do crescimento de plantas. Bacillus
produzem um amplo espectro de moléculas bioativas com atividades antagbnicas, e

ainda produzem metabdlitos secundarios, incluindo lipopolipeptideos e bacteriocinas
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entre outros (CAWOQY et al., 2011; DEVI et al., 2019; ANDRI; MEYER; ONGENA,
2020).

Espécies de Bacillus sdo conhecidas por melhorar o desenvolvimento e o
crescimento das plantas. O principal meio e a abordagem para o estimulo do
crescimento incluem a producdo de fitohormdnios estimulantes do crescimento,
solubilizacdo e mobilizacdo de fosfato insollvel presente no solo, producdo de
componentes proteicos, como sideréforos, e producdo de antibiéticos (WU et al.,
2014; GUPTA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018). Além destas propriedades
benéficas, este género bacteriano esta envolvido na inibicdo da producao de etileno e
estimulacdo da resisténcia sistémica da planta contra fitopatbgenos (SANTNER;
ESTELLE, 2009).

A producéo e comercializacdo dos produtos bioldgicos passa pela otimizacao
de sua producdo em massa, sendo o0s processos de producdo a partir de
fermentacBes considerado de grande relevancia. Neste processo podem ser utilizados
residuos da agroindustria e materiais que tornem a producao eficiente e de baixo
custo. Atualmente, diversos produtos sdo obtidos nos processos fermentativos
gerados pelos metabolismos primario e secundario do microrganismo cultivado
concomitante a producdo de biomassa, enzimas e proteinas (WARD, 1991). Os
processos microbianos ocorrem na fermentacdo submersa (FSM ou fermentacao
liquida) e na em estado semi-solido ou sdlido (FES). No entanto, para escala industrial
a fermentacdo submersa é a mais utilizada (CASTRO; FERREIRA, 2010). Na
fermentacdo semi-sélida a utilizacdo de agua € limitada, a necessidade de energia €
pequena, a porcdo de agua perdida é insignificante e a alimentacao de oxigénio € por
difusdo. Na fermentacdo submersa a utilizacdo de agua ¢ ilimitada, a alimentacéo de
oxigénio é por aeracdo, o volume da mistura de fermentacdo € amplo, a energia
necessdéria € alta e os investimentos séo altos (PANDEY, SOCCOL, LEON, 2001).

Os meios de cultura utilizados para a producdo em massa de agentes de
biocontrole devem ser projetados de modo a se obter o maximo de producdo de
biomassa e manter a eficacia das cepas microbianas. Além disso, é necessario
maximizar a produtividade e reduzir os custos dos processos. Esses meios tem como
base as fontes de carbono, nitrogénio e outros nutrientes, o pH e as condi¢cfes
ambientes como temperatura, agitacdo e taxa de oxigénio dissolvido (LEWIS, 1991).
O uso de produtos e subprodutos como fontes de carbono e nitrogénio € uma maneira

promissora de reduzir o custo para fornecer um meio de cultura econémico. Mas, a
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presenca de alguns materiais indesejaveis nesses produtos ou subprodutos e também
a heterogeneidade do material pode limitar seu uso em um processo industrial
(ZABRISKIE et al., 1980; YANEZ-MENDIZABAL et al., 2011). Portanto, a selecdo e a
otimizacdo dos componentes mais significativos do meio de cultura sdo fundamentais
para alcancar uma melhor fermentacdo (YANEZ-MENDIZABAL et al., 2011).
Visando ao desenvolvimento de meio de cultura econémico e a otimizacao das
variaveis que interferem no processo de multiplicacdo, esse trabalho teve como
objetivos otimizar a producdo de enddsporos de Bacillus velezensis AP-3 via
fermentacdo liquida e fermentagcdo semi-solida; produzir uma formulagdo de
biofungicida, em p6, contendo enddsporos de B. velezenses; e avaliar o seu potencial
no controle de Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e na

promocéo de crescimento de plantas de feijao.
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6 CONCLUSOES

As modificacbes de parametros no meio de cultura alteram a quantidade de

endosporos produzidos por Bacillus velezensis AP-3.

A producéo via fermentacdo em estado sélido com farinha de arroz e fécula de

batata € viavel quando fermentadas durante 7 dias a 60% de umidade.

O meio liquido contendo Melaco + Farelo de Algoddo proporcionou
concentragfes expressivas de endésporos de B. velezensis AP-3 via fermentacao

submersa e sua viabilidade foi mantida em formula¢cées em talco e fécula de batata.

Bacillus velezensis AP-3 inibiu o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp.

lycopersici e de S. sclerotiourm.
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