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| Apresentacio

O agronegocio brasileiro é lider mundial no setor, ocupando posi-
¢ao de destaque no cenario internacional. Essa lideranga implica
em uma crescente dependéncia de insumos importados. Dentre os
insumos, os agrotoxicos sdo cada vez mais utilizados, tanto em
volume, como em quantidade de ingrediente ativo/area. O consumo
brasileiro é equivalente a cerca de 20% de todos os agrotoxicos
produzidos no mundo, e em 2014, as vendas foram superiores a
US$ 12 bilhdes, trés vezes superior ao ano de 2007. Esses dados
refletem a importancia do controle quimico na produgao agricola
nacional, que apresenta caracteristicas atraentes, como a simpli-
cidade, a previsibilidade e a necessidade de pouco entendimento
de processos basicos do agroecossistema para a sua aplicagao.
Entretanto, esse aumento tem promovido problemas ambientais e
contaminacéao de alimentos, e consequentemente ha uma crescen-
te pressao, por parte da sociedade, pela redugcao do impacto am-
biental e social das atividades agricolas.

Em contraste a esse modelo, o desenvolvimento de sistemas que
buscam obter vantagens das intera¢des de ocorréncia natural, dan-
do énfase ao manejo das relagdes bioldgicas e processos naturais,
estdo em plena expansdo no mundo, incluindo o Brasil, principal-
mente nas pequenas e meédias propriedades agricolas e na agricul-
tura familiar. Felizmente, essa expansao também se observa, mais
recentemente, em grandes propriedades agricolas. Tendo sido ini-
ciada por meio de fundagdes ou organizagdes ndao governamentais,
hoje a pesquisa com sistemas agricolas alternativos ganha impulso
e se amplia para diversos setores empresariais e também nas ins-
tituicbes publicas de pesquisa agropecuaria. Dessa forma, o mer-
cado de defensivos agricolas naturais, principalmente capitaneado
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pelo controle biolégico, esta crescendo cerca de 16% ao ano no
mundo. No Brasil esse segmento do agronegdcio ja representa de
3 a 5% das vendas dos pesticidas quimicos.

Esse movimento tem colocado em discusséo o uso de “defensivos
agricolas naturais” como fundamental para a producao saudavel
de alimentos. Os defensivos agricolas naturais séo os produtos ori-
ginarios de partes de, ou compostos por plantas, microrganismos,
animais e minerais. Os pesquisadores do setor, sentindo a neces-
sidade de discutir mais profundamente o tema, idealizaram o Con-
gresso Brasileiro de Defensivos Agricolas Naturais - COBRADAN.
A quinta edicao foi organizada pela Embrapa Meio Ambiente, cujo
tema foi O papel dos defensivos naturais na agricultura do século
XXl e um dos resultados é a edicdo do presente livro, composto
por capitulos escritos pelos palestrantes do congresso. No livro,
sao abordados, inicialmente, temas pertinentes ao acesso ao pa-
triménio genético natural, legislagao para o desenvolvimento e uso
de defensivos naturais, testes laboratoriais e qualidade de analises
exigidas para o registro destes produtos. A seguir, sdo tratados te-
mas a respeito do potencial de desenvolvimento de defensivos na-
turais derivados de plantas, incluindo questdes de biodiversidade,
tecnologia de obtencdo, pesquisa e uso de defensivos agricolas
naturais. O papel do controle biolégico de pragas e doengas na
agricultura do século XXI, a visdo epidemioldgica do controle biolo-
gico de pragas, doengas e plantas daninhas e as visdes do produtor
e da industria quanto ao processo de transicdo para um modelo
agricola de base biolégica em diferentes escalas (grandes culturas,
cultivo intensivo, entre outros) fecham a obra.

Os editores, todos pesquisadores da Embrapa Meio Ambiente, se
sentem orgulhosos com o langamento do livro pela atualidade da
tematica, pois contribuira de forma relevante para o avango e con-
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solidacéo do tema, e sera de grande valia tanto para pesquisadores
e industrias de insumos, quanto para técnicos e produtores que
buscam uma agricultura mais sustentavel.

Os editores
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Capitulo 1

Aplicacao da Lei n° 13.123, de 20 de Maio
de 2015 as Atividades de Pesquisa e
Desenvolvimento de Produtos Biolégicos

Rosa Miriam Vasconcelos

Introducao

De uma maneira geral, é do conhecimento das instituicoes de pes-
quisa e das empresas privadas que as atividades de pesquisa,
producdo, embalagem e rotulagem, transporte, armazenamento,
comercializagdo, propaganda comercial, utilizagdo, importagdo e
de exportagdo de produtos bioldgicos séo regidas pelo marco le-
gal aplicavel aos agrotoxicos e afins'. No entanto, a aplicabilidade,
também, do marco legal sobre acesso ao patrimdnio genético as
atividades de pesquisa e desenvolvimento de produtos bioldgicos é
ainda desconhecida por muitas instituicoes e empresas. Por isso, o
presente trabalho abordara, de forma mais detalhada, os aspectos
legais decorrentes da aplicagao da Lei n® 13.123, de 20 de maio
de 2015, as atividades de pesquisa e desenvolvimento visando ao
desenvolvimento de produtos biolégicos (BRASIL, 2015).2

"ALein.°7.802, de 11/07/1989 (BRASIL, 1989), com a nova redagdo dada pela Lei n.° 9.974, de
6/06/2000 (BRASIL, 2000) e decretos regulamentadores, em especial o Decreto n.° 4074, de 04/01/2002
(BRASIL, 2002), bem como as Instru¢cdes Normativas Conjuntas especificas expedidas pelos érgdos
federais responsaveis pelo registro de produtos biolégicos: o Ministério da Agricultura, Pecuaria e do
Abastecimento (MAPA), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

2 A referida Lei entrou em vigor em 20 de novembro de 2015, oportunidade em que revogou a Medida
Provisoéria n° 2.186-16, de 2001 (BRASIL, 2001).
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Estdo incluidas no escopo da Lei em comento, as atividades de
acesso ao patrimdnio genético nativo, entendendo-se no conceito
de patriménio genético:

|. Espécies animais, vegetais, microbianas ou de outra natu-
reza, inclusive domesticadas, encontradas em condig¢des in
situ, ou mantidas em condi¢des ex situ, desde que tenham
sido coletadas em condigbes in situ no territério nacional, na
plataforma continental, no mar territorial e na zona econdémica
exclusiva;

Il. Variedades tradicionais locais ou crioulas;
Ill. Ragas localmente adaptadas ou crioulas;

IV. Espécies introduzidas no territério nacional pela agcdo huma-
na, que formem populag¢des espontaneas e que sejam capa-
zes de se autoperpetuarem no Pais; e

V. Microorganismos isolados de substratos obtidos no territério
nacional, no mar territorial, na zona econémica exclusiva ou
na plataforma continental.

As previsdes indicadas nos incisos IV acima tera impacto signifi-
cativo nas atividades de pesquisa e desenvolvimento de produtos
biolégicos, uma vez que no caso de utilizagdo, por exemplo, de
organismos dos filos Arthropoda e Nematoda, cabera a instituigao
responsavel pela pesquisa ou desenvolvimento proceder ao enqua-
dramento ou nao desses filos no escopo da lei.

Apds a entrada em vigor da Lei em comento®, em novembro de
2015, a utilizagao de patrimbnio genético para a execugao de pes-
quisa ou desenvolvimento tecnolégico fica condicionada:

3 Até a entrada em vigor da Lei n° 13.123, de 2015, a utilizagdo de amostras de patrimonio genético

para fins de pesquisa e desenvolvimento continua sendo regida pela Medida Provisoria n® 2.186-16, de
23/08/01, que estabelece a obrigatoriedade de obtencado de prévia autorizagédo de acesso do Conselho de
Gestao do Patriménio Genético — CGEN (BRASIL, 2001).
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‘24 Aplicagao da Lei n® 13.123, de 20 de Maio de 2015 as Atividades de
Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Bioldgicos

I. Ao cadastro da atividade junto ao Conselho de Gestao do Patri-
mdnio Genético - CGEN, nas seguintes hipoteses:

A. Acesso ao patrimbdnio genético ou ao conhecimento tradi-
cional realizado:

a. dentro do Pais, por pessoa natural ou juridica nacional,
publica ou privada;

b. no exterior, por pessoa natural ou juridica nacional, publica
ou privada;

C. por pessoa juridica sediada no exterior associada a insti-
tuicdo nacional de pesquisa, publica ou privada;

B. Remessa de amostra de patrimdnio genético para o exterior; e

C. Envio para o exterior de amostra de patriménio genético
para prestacao de servicos.

1. A prévia autorizagdo, no caso de acesso ao patrimonio genético
realizado em:

A. Area indispenséavel para a seguranca nacional (150 km de
largura, paralela a linha divisoéria terrestre do territério na-
cional); ou

B. Aguas jurisdicionais brasileiras, na plataforma continental
€ na zona econdmica exclusiva.

E importante destacar que as exigéncias contidas na Lei n° 13.123,
de 2015, devem ser observadas independentemente da data da co-
leta das amostras ou da forma de sua aquisigao.

O cadastro da atividade de pesquisa ou desenvolvimento tecnolégico
deve preceder a realizacdo de qualquer uma das seguintes agdes:

I. Remessa de amostras para terceiros;
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Il. Requerimento de direito de propriedade intelectual sobre o
produto oriundo do acesso;

Ill. Notificagdo ao CGEN do produto acabado ou do material re-
produtivo desenvolvido;

IV.Comercializagao de produto intermediario; ou
V. Divulgagao de resultados, finais ou parciais.

A exploragcdo econdémica de produto acabado ou material repro-
dutivo oriundo do acesso ao patrimdnio genético estara sujeita a
apresentacdo ao CGEN de notificagao e a reparticao de beneficios,
que deve ser formalizada no prazo de até 365 dias, contados da
notificacao.

A obrigacao de repartir beneficios incidira sobre a exploragao eco-
ndmica de produto acabado ou de material reprodutivo oriundo do
acesso ao patrimdénio genético. No entanto, considerando que pro-
dutos desenvolvidos a partir de microrganismos, como fertilizantes,
inoculantes e corretivos, bem como agrotéxicos, seus componen-
tes e afins, ndo se enquadram no conceito “material reprodutivo”,
que é utilizado pela Lei como parametro para o estabelecimento de
regras para a reparticdo de beneficios para as atividades agrico-
las*, a reparticao de beneficios decorrente da exploragdo econdmi-
ca de produtos biologicos devera ser efetivada de acordo com as
regras fixadas para “produto acabado”. Assim sendo, o fabricante
do produto biolégico, ou seja, o fabricante do “produto acabado”
estara sujeito a reparticao de beneficios.

A titulo meramente ilustrativo ressalta-se que estdo em debate na
regulamentacao da Lei n® 13.123, de 2015, pontos questionados

4ALein®13.123, de 2015 define “atividades agricolas” da seguinte forma: “atividades de produgao, pro-
cessamento e comercializagéo de alimentos, bebidas, fibras, energia e florestas plantadas”.
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pelo setor agricola, dentre eles a possibilidade de enquadramen-
to dos produtos bioldgicos no conceito de “produto intermediario”.
Caso essa proposig¢ado venha a ser efetivamente inserida no regu-
lamento, os produtos biolégicos serdo considerados insumos € a
reparticido de beneficios sera devida pelo fabricante do “produto
acabado” ou do “material reprodutivo”. Nesse caso, o desenvolvi-
mento do produto bioldgico teria apenas que cadastrar a atividade
ou obter autorizacdo, conforme o caso; ficando isentos da obriga-
¢ao de notificar e de repartir beneficios.

A reparticdo dos beneficios devera ser negociada com a Unido e
podera constituir-se de uma das seguintes modalidades:

|. Monetaria, no valor anual de 1% da receita liquida anual da explora-
¢éo econbmica do produto, ressalvada a hipotese de redugéo para
até 0,1%, em acordo setorial entre o setor produtivo e a Unido; ou

[I. Nao monetaria, incluindo, entre outras:

A. Projeto para conservacao ou uso sustentavel de biodiver-
sidade ou para protegdo e manutengdo de conhecimento,
inovacao ou pratica de populagao indigena, comunidade
tradicional ou agricultor tradicional;

B. Transferéncia de tecnologia;

C. Disponibilizagao do produto oriundo do acesso em domi-
nio publico ou sem protegao por direito de propriedade in-
telectual ou restricdo tecnoldgica;

D. Licenciamento, livre de 6nus, do produto oriundo do acesso;

E. Capacitagdo de recursos humanos em temas relacionados
a conservagao e ao uso sustentavel de patriménio genéti-
co ou conhecimento tradicional associado; e

F. Distribuigdo gratuita em programas de interesse social do
produto acabado ou material reprodutivo oriundo do acesso.
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Para as modalidades ndo monetarias, o valor devido, a titulo de reparti-
cao de beneficios, sera equivalente a 75% do previsto para a modalida-
de monetaria, conforme regulamento a ser definido pelo CGEN.

Estarao isentos da obrigagcio de repartir beneficios as microempre-
sas, empresas de pequeno porte, microempreendedores individuais
e os agricultores tradicionais e suas cooperativas, com receita bruta
anual igual ou inferior ao limite maximo estabelecido na Lei Comple-
mentar n® 123, de 14 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

O valor devido a titulo de reparticdo de beneficios na modalidade
monetaria devera ser depositado no Fundo Nacional de Repartigao
de Beneficios - FNRB e sera aplicado na execugao das atividades
listadas no art. 33 da Lei n® 13.123 (BRASIL, 2015).

A Lein®13.123, de 2015, estabelece regras especiais para a regu-
larizagao das atividades, sendo que para a regularizagao de acesso
ao patrimdnio genético para fins de pesquisa cientifica, o usuario
devera cadastrar-se ou obter autorizagdo do CGEN, seguindo as
regras fixadas pela propria lei (BRASIL, 2015). A regularizacao ex-
tinguira a exigibilidade das sang¢des administrativas previstas na
Medida Provisdria n® 2.186-16, de 2001 (BRASIL, 2001) e nos arts.
15 e 20 do Decreto n° 5.459, de agosto de 2005 (BRASIL, 2005).

Para a regularizagdo de atividade de bioprospecgéo e desenvolvi-
mento tecnoldgico, de acordo com as definicdes da Medida Provi-
séria n° 2.186-16 (BRASIL, 2001), e da exploracdo econbémica de
produto ou processo, o interessado devera firmar Termo de Com-
promisso com a Unido, o qual devera prever, conforme o caso, obri-
gacéao do interessado de:

I. Cadastrar a atividade ou requerer a autorizagdo de acesso
ou remessa, seguindo as regras fixadas pela Lei n® 13.123
(BRASIL, 2015).

Il. Notificar o produto ou processo oriundo do acesso;
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lll. Repartir, de acordo com as novas regras fixadas pela Lei n°
13.123 (BRASIL, 2015), os beneficios decorrentes da explo-
racao econdmica de processo ou produto oriundo do acesso,
respeitado o limite temporal de até cinco anos anteriores a
celebragao do Termo de Compromisso.

O fiel cumprimento do Termo de Compromisso comprovado me-
diante parecer técnico emitido pelo Ministério do Meio Ambiente:

I. Suspendera a aplicagao das sangdes administrativas previs-
tas nos arts. 16, 17, 18,21, 22, 23 e 24 do Decreto n° 5.459,
de 2005 (BRASIL, 2005);

Il. Extinguira a exigibilidade das sang¢bes administrativas previstas
nos arts. 16 a 18 do Decreto n° 5.459, de 2005 (BRASIL, 2005), e

[ll. Acarretara a redugédo em 90% do valor da multa aplicada. O
saldo remanescente podera, a pedido do usuario, ser con-
vertido em obrigagédo de executar uma das modalidades de
reparticido de beneficios ndo monetaria previstos na Lei n°
13.123 (BRASIL, 2015).
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Capitulo 2

Estudos de Laboratério Exigidos para o
Registro de Produtos Microbiologicos

Cynthia Bomfim Pestana

Introducgao

O uso de microrganismos para o controle de organismos indeseja-
veis na agricultura tem se tornado cada vez mais comum em diver-
SOs paises.

Esses organismos, na forma pura ou formulada, sdo normalmente
conhecidos como agentes microbioldgicos de controle (AMCs) e se
baseiam em fungos, bactérias, virus e nematoides e tém se mos-
trado seguros em relacéo a seus possiveis efeitos sobre o homem
e outros organismos nao-visados do ambiente. Embora seu uso
possa resultar no controle satisfatério de organismos indesejaveis
sem que o ambiente seja desfavoravelmente afetado, ndo se deve
esperar que devido a sua ocorréncia natural, esses produtos sejam
totalmente indcuos. E possivel que um determinado microrganis-
mo eficiente no controle de uma praga possa também afetar outros
componentes bioldgicos do ecossistema (CAPALBO et al., 1999;
DUCHET et al., 2008; GENTHNER et al., 1994; GRISOLIA et al.,
2009).

E importante considerar que os produtos dos microorganismos e
seus metabdlitos ndo sdo considerados agentes microbiolégicos de
controle, segundo a legislacao brasileira (Instru¢do Normativa (IN)
Conjunta N° 03, de 10 de margo de 2006 (BRASIL, 2006). Esta Ins-
trucdo Normativa (IN) elaborada em conjunto pelo MAPA, ANVISA



Defensivos agricolas naturais: uso e perspectivas

e IBAMA, definiu critérios e exigéncias especificas para o registro
de AMCs no Brasil (OLIVEIRA-FILHO, 2008). Segundo a legislagao
nacional (INC N° 3/2006), os agentes microbiolégicos de controle
sdo considerados os microrganismos vivos de ocorréncia natural,
bem como aqueles resultantes de técnicas que impliquem na intro-
ducdo natural de material hereditario, excetuando-se os organis-
mos cujo material genético (ADN/ARN) tenha sido modificado por
qualquer técnica de engenharia genética (OGM).

Compete aos 6rgaos publicos controlar o uso e estabelecer os cri-
térios para avaliagdo adequada dos produtos biolégicos previamen-
te ao seu registro para uso comercial, dentro de normas compati-
veis com os padrdes internacionais que regulamentam o assunto.
A avaliacdo deve ainda levar em consideracao as diferengas fun-
damentais entre produtos quimicos e bioldégicos no que se refere
a composigao, forma de agao e comportamento no ambiente. Os
produtos bioldgicos a base de AMC sao tipicamente de ocorrén-
cia natural e apresentam um modo de acdo tipicamente nao toxi-
co. No entanto, ao contrario dos agroquimicos, podem sobreviver
e se reproduzir no ambiente e podem infectar ou causar doencas
em outros organismos vivos. Por isso, sdo mais apropriadamente
caracterizados quanto a sua seguranca relacionada tanto a saude
quanto ao ambiente através de protocolos de testes especialmente
desenvolvidos levando em conta as caracteristicas Unicas desses
produtos. De maneira semelhante aos agroquimicos, os produtos
devem passar por uma série de testes em laboratério (OLIVEIRA-
-FILHO et al., 2004).

No Brasil, a concessao de registro dos AMCs pelos 6rgaos federais
esta sujeita a apresentacao prévia de dados que indiquem conclu-
sivamente que o produto, quando usado de acordo com as indica-
¢bes, ndo causara efeitos significativamente adversos aos seres
humanos ou ao ambiente. Para o registro dos AMCs s&o requeri-
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dos estudos de caracterizacao fisico quimica, toxicologica e ecoto-
xicologica. Estudos de residuos sao condicionalmente requeridos.
Os requisitos de toxicologia e ecotoxicologia foram agrupados em
fases (em inglés denominados “tiers”) de | a IV. A fase | consiste
em uma bateria de testes de curto prazo designados a avaliar o
potencial de toxicidade, e as fases de Il a IV sdo condicionalmente
requeridas se forem observados efeitos adversos na fase |. Devido
as suas caracteristicas de baixa toxicidade, espera-se que a maior
parte dos produtos microbiologicos seja testada apenas na fase |I.
Detalhes dos testes exigidos nas demais fases sao descritos em
Bettiol et al. (2014).

As Portarias Conjuntas n°66 de 1997 (BRASIL, 1997) e n° 1 de
2010 (BRASIL, 2010) IBAMA e INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial) exigem que to-
dos os estudos para produtos com finalidade agricola, incluindo os
produtos microbiologicos, sejam realizados de acordo com os Prin-
cipios das Boas Praticas Laboratoriais (BPLs) em instalagdes de
teste reconhecidas e monitoradas pelo INMETRO.

Os requisitos de qualidade necessarios para o trabalho no laboraté-
rio, assim como as proprias normas para a realizacdo dos estudos,
tornam a abordagem para analise de AMCs muito similar aos de-
mais produtos com finalidade agricola. Particularidades e requisitos
especiais desses estudos serdo descritos a seguir, tendo em vista
um conhecimento prévio dos protocolos utilizados para os produ-
tos convencionais. Considerando-se a inocuidade da maioria dos
AMCs, frente a diferentes organismos-teste e especificidade dos
requerimentos de testes, o documento tratara apenas das meto-
dologias da fase | com os organismos requeridos pela legislagao
brasileira.
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Estudos de laboratério

Tomando-se como base a Instrugdo Normativa N° 3 e seus requisi-
tos, o trabalho de laboratério inicia-se pela implantagdo do método
de quantificagao e identificagao do AMC no produto microbioldgico
original. De acordo com o Artigo 6° da Instrugdo Normativa N° 3, o
laboratorio executor deve providenciar a determinagédo da concen-
tracao e viabilidade da amostra do AMC para acompanhar todos os
estudos fisico-quimicos, toxicolégicos e ecotoxicolégicos a serem
realizados. A determinac&o da concentragcdo do AMC (contagem de
coldnias, esporos ou outras estruturas biolégicas viaveis) analisada
deve ser compativel a concentragao declarada pelo fabricante e
deve ser desenvolvida pelo laboratério prestador de servigos con-
juntamente com o fabricante, uma vez que essa etapa é crucial
para o desenvolvimento do conjunto de estudos do produto a ser
registrado. A colaboracgéao entre laboratério e fabricante € um requi-
sito da BPL e é necessaria dada a particularidade das metodologias
envolvidas. A metodologia de identificagdo/quantificagdo do AMC
deve ser aplicada nos diferentes estudos toxicologicos requeridos
pela legislacdo na avaliagao do resultado final (INMETRO, 2011).
De maneira semelhante aos agroquimicos (Decreto N° 4074/2002
que regulamenta a lei N° 7.802 (BRASIL, 1989), publicada no DOU
em 08/01/2002), os produtos devem passar por uma série de testes
em laboratorio.

Caracterizagao fisico-quimica

A Instrucdo Normativa N° 3 requisita, além do grau de pureza, a
identificacdo e quantificacdo do AMC no produto original e outras
propriedades fisico-quimicas do AMC, tais como: aspecto e cor;
miscibilidade; pH; corrosividade; densidade; viscosidade e estabili-
dade. Em relagédo a maior parte das propriedades citadas, o proce-
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dimento no laboratoério é simples e similar aos protocolos utilizados
para os produtos convencionais. E importante considerar que na
impossibilidade de apresentacado de algum teste ou informacao,
bem como no caso de pedido de isengao da apresentacéo, € pos-
sivel propor justificativa técnica conforme previsto no Artigo 8° da
IN N° 3.

Uma excegéo é a avaliacdo da estabilidade, uma vez que os pro-
tocolos para os produtos convencionais utilizam metodologias ace-
leradas e consequentemente temperaturas elevadas. Sendo os
produtos microbiolégicos constituidos de organismos vivos, nor-
malmente n&o é possivel submeté-los a temperaturas elevadas,
pois podem ser inativados. A estabilidade acelerada utilizando, por
exemplo, oito semanas a 40°C, pode funcionar para alguns produ-
tos. Na maioria das vezes, temperaturas elevadas sao impréprias
€ 0 mais adequado acaba sendo o estudo de estabilidade de pra-
teleira por um periodo inicial de 90 dias e posteriormente 180 dias
ou até dois anos. Diversos produtos tém curto prazo de viabilidade
a temperatura ambiente, mas perduram em temperaturas baixas
(4°C) por até dois anos. Considerando-se que a estabilidade é um
importante requisito para o registro, para a eficiéncia do produto
microbioldgico e para a determinacao do prazo de validade, bem
como para as recomendacdes de transporte e armazenagem dos
produtos biologicos, a melhoria da estabilidade desses produtos
ainda é um desafio a ser perseguido pelos fabricantes.

Estudos toxicolégicos em mamiferos

Os estudos toxicolégicos com AMCs tém como objetivo avaliar os
potenciais efeitos indesejaveis em mamiferos e suas possiveis im-
plicagbes para a saude humana. A infectividade, a patogenicida-
de e a toxicidade sdo os aspectos a serem considerados, sendo



Defensivos agricolas naturais: uso e perspectivas

definidos pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Uni-
dos — USEPA — na norma OPPTS 885.0001 (ESTADOS UNIDOS,
1996h), como:

Infectividade: capacidade do agente em invadir as barreiras natu-
rais do hospedeiro e persistir viavel ou se multiplicar.

Patogenicidade: capacidade do agente em causar dano ou doenga
apos infeccao e depende da resisténcia ou suscetibilidade do hos-
pedeiro.

Toxicidade: dano causado no hospedeiro pela toxina do agente,
independentemente da infeccéo, da replicacédo ou da viabilidade do
agente microbiano de controle.

Os requisitos toxicolégicos em mamiferos sdo agrupados em fases,
sendo que a Instrugdo Normativa N° 3 requisita os seguintes testes
toxicologicos na fase I: toxicidade/patogenicidade oral aguda, toxi-
cidade/patogenicidade pulmonar aguda, toxicidade/patogenicidade
intraperitonial aguda (fungo ou protozoario) e toxicidade/patogeni-
cidade intravenosa aguda (bactéria e virus), sensibilizagao dérmi-
ca, toxicidade cutdnea aguda e irritagao/infecgao ocular, irritagao
cutanea primaria e cultura de células (para virus). Condicionalmen-
te também sao requeridos os testes de irritagdo dérmica e cultura
de células. Se nessa fase for observada presencga de toxicidade
ou infectividade, mas auséncia de patogenicidade, sdo requeridos
estudos de fase II: toxicidade oral aguda (DL,)), toxicidade inala-
téria aguda (CL,,) e toxicidade/patogenicidade subcronica. A fase
lll abrange testes para solucionar problemas de suspeita ou con-
firmacgao de patogenicidade humana e inclui testes para avaliagao
de efeitos sobre reprodugao/fertilidade e teratogenicidade, carcino-
genicidade e resposta de imunidade celular. E importante ressaltar

35 |



Estudos de laboratorio exigidos para o registro de produtos microbioldgicos

que para esses testes que requerem uso de animais de laboratorio,
deve-se atender as exigéncias locais e internacionais de bem estar
animal. Animais com sinais continuos de severo desconforto e/ou
dor em qualquer estagio do teste devem ser eutanasiados humani-
tariamente (GUIDE..., 2011). Estes estudos devem ser realizados
com prévia aprovagdo do Comité de Etica de Uso Animal, com base
na Lei N° 11.794, de 08.10.2008 (BRASIL, 2008), que regulamenta
o inciso VIl do § 1° do Art. 225 da Constituicdo Federal e na Reso-
lugdo Normativa N° 1, de 9 de julho de 2010, que dispde sobre a
instalacdo e o funcionamento das Comissées de Etica no Uso de
Animais - CEUAs (BRASIL, 2012).

Testes agudos de toxicidade/patogenicidade em ratos

Os estudos de toxicidade/patogenicidade sdo conduzidos de acor-
do com as normas da agéncia americana USEPA - Microbial Pes-
ticide Test Guidelines — OPPTS 885.3000 (ESTADOS UNIDOS,
1996d). Uma publicacdo da Embrapa Meio Ambiente (CASTRO et
al., 1999), embora contenha muitas informagdes para a condugao
desses estudos, foi descrita em forma de proposta. Esses estudos
sao realizados através de uma dose Unica da substancia-teste em
ratos (Rattus novergicus), ja que o rato albino é a espécie histori-
camente utilizada nos estudos de avaliacéo de toxicidade e é a es-
pécie recomendada pelas autoridades regulatérias internacionais e
brasileiras (IN 3 - IBAMA, ANVISA e Ministério da Agricultura, Pe-
cuaria e Abastecimento).

Todos os estudos de toxicidade/patogenicidade aguda obedecem a
um mesmo desenho experimental, com duracao de 21 dias de ob-
servacgao e via de exposicao variavel. A substancia-teste é avaliada
administrando-se grupos de animais de ambos os sexos, em dose
Unica de 107 a 108 unidades do AMC por animal pela via de escolha.
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A dose unica é considerada como dose desafio e de maximo risco.
Portanto, se ndao forem encontrados efeitos com esta exposigao,
0 agente é considerado seguro. Sao administrados varios grupos
para sacrificio em diferentes tempos apds a exposi¢ao a substan-
cia-teste: 3, 7, 14 e 21 dias. Dois grupos controle negativo s&o uti-
lizados e nao recebem tratamento: um grupo controle negativo é
mantido no mesmo ambiente dos grupos experimentais e o outro
grupo controle (testemunha) é mantido em sala separada. O grupo
controle tratado com o AMC inativado pode ser util para esclare-
cer propriedades téxicas do agente. Os animais controle devem ser
tratados da mesma forma que os animais que recebem o AMC. Ao
final de cada periodo, os animais sdo eutanasiados e submetidos
a necropsia. O material bioldgico é coletado assepticamente e en-
caminhado para cultura microbiolégica e quantificacdo do AMC. A
partir dos dados obtidos, calcula-se o numero de AMCs presentes
na amostra analisada, estima-se a taxa de eliminagéo (“oclearan-
ce”) se confirma ou nao a infectividade. Os resultados obtidos sao,
entdo, inseridos em um relatério com modelo definido.

Anteriormente ao estudo de toxicidade/patogenicidade, deve ser
realizada uma validagcdo do método de detecgao/quantificagdo do
AMC. O método previamente validado na amostra original deve ser
validado para outras matrizes através de fortificacdo de amostras
biolégicas com o objetivo de avaliar a toxicidade, infectividade e
patogenicidade dos AMCs. Amostras de sangue, fezes, conteudo
de ceco, pulmao e outros 6rgaos (figado, bago, rins, linfonodos)
dos animais de teste sdo fortificados com o AMC e recuperados
para assegurar a validade do método nessas amostras quando fo-
rem coletadas no decorrer do estudo toxicoldégico. De acordo com
OPPTS 885.2350 (ESTADOS UNIDOS, 1996b), a quantificagédo
deve ser feita simultaneamente aos testes.

Os parametros de cada um dos testes de toxicidade/patogenicida-
de estdo resumidos a seguir:
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Toxicidade/patogenicidade oral

Requerido para bactérias, fungos, virus e protozoarios;

Via de exposicao: oral (gavagem);

Inéculo minimo: 108 unidades de AMC por animal;

Duragéo: 21 dias;

Recuperagcdoem 1, 3, 7, 14 e 21 dias;

Coleta de material no 1° dia: fezes;

Coleta de material nos demais dias: sangue, érgaos e fezes;
Grupos controle: prateleira e testemunha e o AMC inativado.

Toxicidade/patogenicidade pulmonar

Requerido para bactérias, fungos, virus e protozoarios;

Via de exposig¢ao: intranasal ou intratraqueal;

Inéculo minimo: 102 unidades de AMC por animal;

Duragéo: 21 dias;

Recuperagdoem 1, 3, 7, 14 e 21 dias;

Coleta de material no 1° dia: pulméao;

Coleta de material nos demais dias: sangue, 6rgédos e conteudo de ceco;
Grupos controle: prateleira, testemunha e AMC inativado.

Toxicidade/patogenicidade intraperitonial

Requerido para fungos ou protozoarios;

Via de exposicao: intraperitonial;

Inéculo minimo: 107 unidades de AMC por animal;

Duragéo: 21 dias;

Recuperagcdoem 1, 3, 7, 14 e 21 dias;

Coleta de material no 1° dia: fezes;

Coleta de material nos demais dias: sangue, 6rgaos e fezes;
Grupos controle: prateleira, testemunha e AMC inativado.

Toxicidade/patogenicidade intravenosa

Requerido para bactérias e virus;

Via de exposi¢ao: intravenosa;

Inéculo minimo: 107 unidades de AMC por animal;

Duragéo: 21 dias;

Recuperagdoem 1, 3, 7, 14 e 21 dias;

Coleta de material no 1° dia: sangue;

Coleta de material nos demais dias: sangue, 6rgédos e conteudo de ceco;
Grupos controle: prateleira, testemunha e AMC inativado.
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Outros estudos toxicolégicos em mamiferos
Toxicidade cutanea aguda

O objetivo do estudo de toxicidade cutdnea aguda é fornecer in-
formacdes sobre os danos potenciais consequentes de uma Unica
aplicagao dérmica do produto final na maior dose recomendada de
2.000 mg de produto formulado a base do AMC/kg de peso cor-
poreo. Esse estudo segue a norma OECD 402 (ORGANISATION
FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 1987)
para produtos quimicos praticamente sem qualquer modificacao
especifica para produtos biolégicos. A norma americana para o tes-
te de toxicidade cutanea aguda com AMCs - OPPTS 885.3100 (ES-
TADOS UNIDOS, 1996a) - foi compatibilizada com a norma OECD.
A USEPA aponta o uso do coelho albino como espécie preferencial
a ser testada, embora n&o coloque restrigdo a outras espécies. Dez
animais de ambos os sexos recebem o produto formulado sobre
aproximadamente 10% da superficie do corpo e permanecem com
o produto sobre a pele por 24 horas. Apos a retirada do produto
formulado a base do AMC da pele dos animais, esses sdo obser-
vados diariamente por um total de 14 dias. Ao final do periodo, os
animais sao eutanasiados e submetidos a necropsia. Nao ha coleta
de orgaos nesse protocolo, exceto quando se observa sinais de
multiplicacdo do AMC que justificam a avaliagado microbioldgica dos
tecidos.

Irritacdo ocular em coelhos

O objetivo do estudo de irritagdo ocular é fornecer informacoes so-
bre os possiveis efeitos oculares decorrentes de uma unica apli-
cacao do produto final em olhos de coelhos albinos. Esse estudo
segue a norma OECD 405 (ORGANISATION FOR ECONOMIC
CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2002) para produtos qui-
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micos praticamente sem qualquer modificagdo especifica para pro-
dutos biolégicos. O animal utilizado é o coelho albino (Oryctolagus
cuniculus). Sao testados trés coelhos. O protocolo prevé a insti-
lagdo de 0,1 mL do produto formulado em um dos olhos de cada
coelho testado. Um coelho deve ser tratado de cada vez para asse-
gurar que nao haja efeito corrosivo do AMC antes do tratamento do
proximo coelho. O olho nao tratado € usado como controle. Antes
de cada aplicagao, os olhos dos coelhos devem ser avaliados ma-
croscopicamente utilizando-se fluoresceina. A lavagem dos olhos
tratados ocorre apds 24 horas da aplicagdao em caso de produtos
liquidos e apds 1 hora em caso de produtos sélidos. As avaliagdes
nos olhos dos coelhos sao realizadas com a norma previamente
citada e ocorrem apods 1, 24, 48 e 72 horas. Se a irritagao persistir,
os olhos dos coelhos testados sao avaliados apoés 7, 14 e 21 dias.

O estudo de irritagdo ocular € um dos estudos que mais comumen-
te traz impacto na classificagdo toxicolégica dos produtos a base
de AMC. De acordo com a legislacao brasileira vigente para produ-
tos com finalidade agricola (Portaria N° 3/1992), efeitos persisten-
tes por mais de 24 horas e/ou observacao de reagdes oculares de
opacidade em qualquer tempo de avaliagao classificam o produto
como extremamente toxico (classe |). Eventuais reagbes oculares,
principalmente de opacidade, em 24 horas podem levar produtos a
base de AMC a uma classificagcao toxicoldgica nao condizente com
sua natureza de produto de baixa toxicidade. Esse teste pode ser
substituido por outro método alternativo em vista da ética da expe-
rimentagc&do animal.

Sensibilizacao dérmica em cobaias

O objetivo do estudo de sensibilizacdo dérmica é fornecer infor-
magdes sobre o0s possiveis efeitos sensibilizantes do produto final
avaliada pelo aparecimento de edema e/ou eritema. Esse estudo
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segue a norma OECD 406 (ORGANISATION FOR ECONOMIC
CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 1992) para produtos qui-
micos praticamente sem qualquer modificacao especifica para pro-
dutos bioldgicos. A substancia-teste deve ser aplicada pura ou di-
luida em veiculo nao téxico na pele dos flancos dos animais. Trinta
cobaias albinas (Cavia porcellus), adultas e sadias sao divididas
em dois grupos experimentais com 20 animais e controle com 10
animais. No periodo de inducao sao realizadas trés aplicacdes de 6
horas no flanco esquerdo previamente depilado nos dias 0, 7 e 14.
Para o grupo experimental, utiliza-se curativo com 0,5 g da subs-
tancia-teste e para o grupo controle utiliza-se curativo de algodao
com agua deionizada. No dia 27 inicia-se o periodo de desafio. O
curativo com substancia-teste é aplicado no flanco nao tratado pre-
viamente tricotomizado de todos os animais e mantido em contato
com a pele por 6 horas. Aproximadamente 24 e 48 horas apés a
remocao do curativo, sdo realizadas avaliacbes para a presenca
de eritema e edema e eventuais sinais clinicos de toxicidade. No
caso de nao aparecimento de eritema e edema, a substancia-teste
€ considerada como néo sensibilizante.

Ressalta-se que, recentemente, o Concea reconhece métodos al-
ternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil,
nos termos da Resolu¢gdo Normativa N° 17, de 03 de julho de 2014
e estabelece um prazo maximo de cinco anos para a adequagao a
nova norma (*Nota dos Editores).

Estudos ecotoxicoldgicos

O potencial dos AMCs em causar danos a organismos presentes
nos diferentes ecossistemas deve ser avaliado independentemente
do local de aplicacao do produto bioldgico e da possivel exposigao
de organismos né&o-alvo. Isso porque, quando um microrganismo
é utilizado como agrotéxico, consideraveis quantidades do agen-
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te podem nao atingir o organismo-alvo e recair sobre o ambiente,
ampliando a area e o numero de espécies expostas. Nessa avalia-
¢ao ecotoxicolégica devem ser considerados os indicadores dos
ecossistemas terrestre e aquatico. Como representantes dos orga-
nismos nao-alvo, a legislagao brasileira requer estudos com aves,
abelhas e organismos aquaticos (peixes e invertebrados de agua
doce). Outros organismos nao-alvo sdo condicionalmente requeri-
dos, incluindo minhocas.

De forma geral, os estudos ecotoxicoldgicos da fase | sGo desenha-
dos de forma a expor os organismos n&o-alvo a uma dose maxima
em unica exposic¢ao, possibilitando uma chance maxima de expres-
séo dos efeitos indesejaveis. A auséncia de danos aos organismos
nao-alvo nessa fase indica um alto grau de confianga da nao ocor-
réncia de que qualquer efeito adverso no uso real do agente de
controle. Se forem observados efeitos adversos nessa fase, o po-
tencial de exposicao do AMC ¢é estimado através de estudos mais
complexos.

Estudos no ecossistema aquatico

Sendo o ecossistema aquatico um dos ambientes vulneraveis a en-
trada dos AMCs , uma das preocupacdes ¢é estabelecer metodolo-
gias para avaliar o risco destes agentes em organismo aquaticos
nao-alvo. Na avaliagédo de risco desses organismos s&o sugeridos
estudos com organismos representativos de diferentes niveis tropi-
cos de cadeia alimentar, tais como organismos zooplanctdnicos e
vertebrados aquaticos. Na escolha das espécies sao consideradas
a facilidade de criacdo e manipulagao em condicdes laboratoriais.

A metodologia proposta para a avaliagdo de risco de AMC no sis-
tema aquatico segue o esquema de fases utilizadas pela USEPA
(ESTADOS UNIDOS, 1996f), nas quais os organismos-teste sado
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inicialmente submetidos a uma “dose maxima de risco de exposi-
¢ao” do AMC (fase I). Dada a alta concentragdo de unidade AMC
utilizada nesta fase |, supbe-se que essa seja suficiente para oca-
sionar efeito adverso no organismo nao-alvo se o agente possuir
potencial de ocasionar infecgdo ou se ocorrer a presenca de toxina.
Se forem observados efeitos adversos nessa fase, estudos de dina-
mica de populagdes na fase Il sdo requeridos, nos quais se avalia
quali e quantitativamente as condi¢des propicias para o desenvol-
vimento do AMC, isto é, sua capacidade de produgcao e sobrevi-
véncia no sistema aquatico através de variagbes de temperatura,
pH, nutrientes, luz, oxigénio dissolvido ou de outras caracteristicas
fisico-quimicas do meio. Ja nos estudos da fase Il os riscos de
exposicdo associados a situacdo mais proxima da realidade sao
mais precisamente avaliados e quantificados. Testes de fase IV séo
requisitados caso a caso.

Teste de toxicidade com peixes

A norma americana para o teste de toxicidade com peixes OPPTS
885.4200 (ESTADOS UNIDOS, 1996f) recomenda o uso de duas
espécies de peixes caso o AMC seja diretamente utilizado no am-
biente aquatico e de apenas uma espécie caso o uso do AMC nao
tenha exposigao direta no ambiente aquatico. A legislacao brasileira
descrita no Manual de Testes para Avaliagdo da Ecotoxicidade de
Agentes Quimicos” ndo especifica o uso de mais de uma espécie
para estudos com organismos aquaticos (MANUAL...,1988).

Considerando-se a expectativa de baixa toxicidade, apenas um
grupo de 30 peixes pode ser testado na concentragdo maxima de
risco de exposicdo que é de no minimo 108 unidades/mL ou 1.000
vezes a dose maxima agrondmica. Adicionalmente, a substancia-
-teste deve ser administrada por via oral através da incorporagao
no alimento durante o teste. A substancia-teste deve ser diluida de
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forma a se apresentar como uma solugao aquosa para possibilitar
a exposicao direta dos organismos na agua e o método utilizado
para manter a concentragao inicial ao longo da exposigao deve ser
descrito. O protocolo proposto pela Embrapa (JONSSON; MAIA,
1999) sugere o teste semi-estatico, com renovacao da solugao de
teste duas vezes por semana ou conforme a necessidade e analise
da concentracdo do AMC na solucao de teste pelo menos uma vez
por semana. Dois controles negativos sdo recomendados, sendo
um controle sem qualquer tratamento e um controle de agua e AMC
inativado por autoclavagem.

A norma americana OPPTS 885.4200 (ESTADOS UNIDOS, 1996f)
requer a descri¢cao detalhada dos métodos utilizados e dos resulta-
dos obtidos nos parédmetros quimicos e microbiolégicos da agua e
organismos-teste. Tendo-se fundamentado no protocolo da USEPA
(ANDERSEN et al., 1989), onde se requer a detecgao e quantifica-
¢ao do agente biolégico nos tecidos, o protocolo da Embrapa suge-
re a homogeneizagao e plaqueamento destes ultimos em meios de
cultura apropriados. A duragéo do teste é de pelo menos 30 dias,
sendo prorrogada caso efeitos toxicos sejam observados. Nesse
caso, doses menores devem ser testadas utilizando-se 10 peixes
por grupo de teste com varias concentragdes.

Os demais parametros, tais como aclimatacao, luminosidade, cri-
térios para efeitos toxicos e outras informagdes relevantes ao teste
devem ser reportados conforme requerido para produtos conven-
cionais. No caso de nao observacao de efeitos toxicos ou patogé-
nicos ao final do teste, a CL50 (concentragao letal média) pode ser
considerada como sendo superior a maxima concentragao testada,
e 0 AMC pode ser considerado inécuo quanto a sua dose de maxi-
mo risco de exposicao para o organismo-teste.
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Teste de toxicidade com Daphnia

A norma americana para o teste de toxicidade com invertebrados
bentbénicos - OPPTS 885.4240 (ESTADOS UNIDOS, 1996e) - re-
comenda o uso de duas espécies caso o AMC seja diretamente
utilizado no ambiente aquatico, e de apenas uma espécie caso o
uso do AMC n&o tenha exposicéo direta no ambiente aquatico. A
legislacado brasileira ndo especifica o uso de mais de uma espécie
para estudos com organismos aquaticos. Portanto, uma unica es-
pécie é utilizada como representante dos invertebrados bentdnicos.

Considerando-se a expectativa de baixa toxicidade, segundo a nor-
ma OPPTS 885.4240 (ESTADOS UNIDOS, 1996e€), vinte inverte-
brados por grupo sédo avaliados se sao testados varios grupos. Se
testado somente um grupo de 50 Daphnias contendo cinco réplicas
de 10 organismos pode ser testado na concentragdo maxima de
risco de exposigao que é de no minimo 108 unidades/mL ou 1.000
vezes a dose maxima agronémica. A substancia-teste deve ser di-
luida de forma a se apresentar como uma solugdo aquosa para
possibilitar a exposigao direta dos organismos na agua.

O método utilizado para manter a concentragio inicial da substan-
cia ao longo do periodo de exposi¢ao deve ser descrito. O protocolo
proposto por Jonsson e Maia (1999) sugere o teste semi-estatico,
ou seja, com renovacéao periddica da solugao de teste, em periodos
de aproximadamente 48 horas e também a analise da concentra-
¢ao do AMC na solucao de teste uma vez por semana. A diferenca
obtida entre os resultados nao deve ser superior a 30%. Dois con-
troles negativos sdo recomendados, sendo um controle sem qual-
quer tratamento e um controle contendo agua e AMC inativado por
autoclavagem.

A norma americana OPPTS 885.4240 (ESTADOS UNIDOS, 1996¢)
requer a descricdo detalhada dos métodos utilizados e dos resul-
tados obtidos nos parametros quimicos e microbiolégicos da agua
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e organismos-teste. Similarmente ao requerido para peixes, o pro-
tocolo sugere procedimentos de analise e detec¢cao de AMCs nos
organismos através de processos de homogenizacao e plaquea-
mentos. A duracdo do teste é de pelo menos 21 dias, sendo pror-
rogada caso efeitos toxicos sejam observados. Nesse caso, doses
menores devem ser testadas utilizando-se 20 Daphnias por grupo
no teste com varias concentracdes. No caso de nao observagao de
efeitos toxicos ao final do teste, a CE,, (concentragao efetiva me-
dia) do AMC pode ser considerada como sendo superior a maxima
concentragao testada.

Toxicidade aguda oral para aves

A norma americana para o teste de toxicidade aguda oral para aves
com AMC - OPPTS 885.4050 (ESTADOS UNIDOS, 1996c¢) - suge-
re preferencialmente o uso da codorna americana, nao disponivel
no Brasil, mas permite o uso de outras espécies mediante justifi-
cativa. A espécie mais comumente utilizada no Brasil é a codorna
japonesa (Coturnix japonica), que é a espécie recomendada por
De Nardo et al. (1999) e outras publicagdes internacionais (LYNCH,
1995; ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 2010). Assim como nos demais testes ecotoxico-
l6gicos, o teste para aves na fase | é desenhado de forma a expor
0s organismos nao-alvo a uma dose maxima em unica exposic¢ao.

Segundo a norma americana OPPTS 885.4050 (ESTADOS UNI-
DOS, 1996¢), no caso de uso da dose maxima do AMC, 30 co-
dornas jovens s&o dosadas por via oral durante cinco dias. A dose
maxima recomendada é definida pela concentracdo do AMC e o
peso das aves testadas, no volume de 5 mL/kg de peso corpéreo
(concentragcdo do AMC x peso da ave x 5 mL/kg pc). Recomenda-
-se a utilizacao de trés grupos controle de 10 aves cada: um grupo
controle negativo ndo tratado, um grupo tratado com o AMC inati-
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vado e um grupo tratado com o filtrado de culturas de produgao dos
AMCs.

A duracéao do teste é de no minimo 30 dias, sendo prorrogada caso
efeitos téxicos sejam observados. Ao final do teste, as aves sao
sacrificadas e necropsiadas. Na etapa da necrépsia, atencéo par-
ticular deve ser dada ao exame do figado, coracéo, pulmao, sacos
aéreos e trato gastrointestinal. Em caso de qualquer sinal de multi-
plicacdo do AMC, o tecido deve ser coletado e submetido a cultura
para isolamento do AMC. No caso de nao observacao de efeitos
toxicos ao final do teste, a DL, (dose letal média) do AMC pode ser
considerada como sendo superior a dose maxima testada.

Toxicidade para abelhas

Tanto a norma americana OPPTS 885.4380 (ESTADOS UNIDOS,
19969), como as publicades da Embrapa Meio Ambiente (DE NAR-
DO et al., 1999) sobre o teste de toxicidade para abelhas com AMC
sdo muito sucintas. A espécie recomendada é a Apis melifera e a
via de exposicao é dependente do modo de acdo do AMC, podendo
ser oral ou por contato. Cada experimento pode ser delineado para
cada tipo especifico de AMC, ou seja, caso-a-caso. Protocolos bra-
sileiros sugerem que bactérias e virus sejam testados por via oral,
enquanto que fungos sejam testados pela via de contato. As do-
ses nao sao estabelecidas. O periodo de teste recomendado é de
30 dias apos a dosagem para observacéo das abelhas dos grupos
controle e tratados. Embora a norma americana OPPTS 885.4380
(ESTADOS UNIDOS, 1996g) ndo mencione qualquer cuidado es-
pecial para a manutengao das abelhas em laboratério pelo periodo
previsto de teste, De Nardo et al. (1999) menciona cuidados espe-
cificos para a obtencéo de abelhas capazes de sobreviver em estu-
fas a 34°C pela duragédo recomendada. Um grupo controle tratado
com o AMC inativado deve ser paralelamente testado.
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Conclusao

A legislacdo especifica para os AMCs no Brasil é relativamente re-
cente, assim como o numero de produtos microbioldgicos registra-
dos. De acordo com Bettiol et al. (2014), até novembro de 2013, o
numero de produtos microbioldgicos registrados no Brasil era de
52, com expressivo aumento em relacdo a 2011. A medida que
a demanda pelos produtos microbiolégicos aumentar, a realizagao
e avaliacdo dos estudos de laboratério deverdo ser aprimoradas.
Cabe aos envolvidos nesse processo (instituicbes de pesquisa,
agéncias avaliadoras, laboratorios de contrato e empresas fabri-
cantes) trabalharem para que os produtos microbiolégicos passem
a ser cada vez melhor conhecidos e mais utilizados no cenario de
produtos agricolas brasileiros. Outro aspecto a ser considerado é a
caréncia de laboratorios de instituicdes publicas e privadas para a
realizacao de estudos e testes toxicoldgicos e ecotoxicologicos dos
efeitos dos AMCs .
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Capitulo 3

Analise do Mercado de Defensivos
Agricolas Naturais

Danilo S. Pedrazzoli e Gustavo R. Herrmann

Introducgao

A utilizagdo de Agentes de Controle Biolégico (ACB) para a prote-
¢ao de plantas contra pragas e doencas tem aumentado significa-
tivamente nos ultimos anos no Brasil. Tal fato pode ser creditado a
alguns fatores, dentre eles a pressao da sociedade em busca de
alimentos mais saudaveis e com menor volume de residuos noci-
vos ao ser humano. Por outro lado, a crescente preocupagao com
a preservagdo ambiental e a consequente necessidade de dimi-
nui¢cdo do uso de agroquimicos convencionais também mostra-se
relevante. Neste contexto, a eficiéncia no controle de tais pragas e
doencas pelos ACBs produzidos em escala comercial e a demanda
por produtos organicos, com certificagdo de origem comprovada,
também contribuiu para uma maior procura pelo controle biolégico
bem como facilitou a sua divulgagéo.

A maioria dos pesquisadores brasileiros da area de protecédo de
plantas conhece, com propriedade, os beneficios dos ACBs, mas
devido ao sistema agricola vigente no pais, caracterizado por ex-
tensas areas com a mesma cultura, e a cultura do agricultor brasi-
leiro em relagéo ao uso do controle quimico (MORANDI; BETTIOL,
2009), a alternativa do controle bioldgico acaba perdendo terreno
na competicdo com agroquimicos convencionais. Quando se com-
para o volume e as projegcdes de vendas de agrotéxicos e ACBs no
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Brasil, observa-se larga vantagem para os primeiros, embora a ten-
déncia do mercado mundial € de maior crescimento dos produtos
a base de agentes de biocontrole (BETTIOL et al., 2014; COTES,
2014; GLOBAL..., 2014).

Neste capitulo sdo apresentados valores comparativos destes
mercados, com seus respectivos potenciais de crescimento. No
Brasil, a semelhanca do que ocorre ha mais tempo em outros pai-
ses, existem empresas especializadas na produgao e comercializa-
¢ao de inimigos naturais, incluindo parasitéides, predadores e mi-
crorganismos (fungos, bactérias, leveduras e virus). Muitas dessas
empresas estdo localizadas dentro das fazendas, portanto produ-
zindo para uso proprio, mas também existem pequenas empresas
familiares que, por questdo de logistica, comercializam os ABCs
em areas mais restritas ndo comercializando de forma satisfatéria
os agentes bioldgicos para todo o pais. Outras sao laboratérios de
usinas de agucar e alcool, cujo destino da producao se limita ao
uso préprio. E o caso da criacdo de Cotesia flavipes para o controle
de Diatraea saccharalis (broca-da-cana) e Metarhizium anisopliae
para o controle de Mahanarva fimbiolata (cigarrinhas-das-raizes)
(ALVES et al., 2008; CARVALHO; PEDRAZZOLI, 2006; ).

Com o crescente aumento da demanda por tais organismos, o mer-
cado brasileiro comega a receber empresas dotadas de alta tecno-
logia de pesquisa e produgdo, entre elas multinacionais especiali-
zadas no controle biologico. Agraquest, Novozymes, Becker- Unde-
rwood, Certis, Improcop, Biobest e Koppert sdo nomes de peso no
mercado internacional de proteg¢do bioldgica de plantas que estao
presentes no Brasil. Obviamente que o potencial desse mercado
atrai empresas sem grande qualificagdo, motivadas pelas possibi-
lidades de gerar lucro a curto prazo. Com isso, pode ser disponi-
bilizado para agricultores produtos de baixa qualidade levando ao
descrédito produtos biolégicos com alto potencial, como ocorreu
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com Metarhizium anisopliae na década de 70. O fungo produzido
a época em pequenas empresas nao possuia o devido controle de
qualidade, e quase foi esquecido pelo usuario devido a erratica efi-
ciéncia. Gragas a trabalhos, como o desenvolvido na ESALQ/USP
pelo professor Sérgio Batista Alves, com a selegao de isolados do
patégeno, o produto voltou a ser utilizado em larga escala para o
controle de cigarrinhas em cana-de-agucar e pastagens (LOPES,
2009).

Disponibilidade de Produtos Biolégicos no Mercado Bra-
sileiro

Desde o inicio dos estudos com controle biolégico no Brasil (GO-
MES, 1962) as pesquisas foram direcionadas para o desenvolvi-
mento de produtos, acentuando essa linha na década de 1970,
dando origem as primeiras formulacées e ao surgimento de empre-
sas comercializadoras de agentes de controle biolégico na cultura
da cana-de-agucar (PARRA, 2001).

O Brasil é o pais com a maior area agricultavel do mundo, e mesmo
assim ocupa apenas 50 milhdes dos 400 milhdes de hectares dis-
poniveis (Fonte: FAO (2015)) (Figura 1), evidenciando o potencial
da demanda por produtos a base de agentes de biocontrole.
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Figura 1. Area agricola cultivada vs néo cultivada (disponivel) entre os paises com
maior area agricola no mundo.

Fonte: FAO (2015).

Da mesma maneira que se tem um campo vasto para a utilizacéo
de ACBs, o sistema agricola brasileiro é baseado em monoculturas
com extensas areas plantadas, e em muitos casos com plantios su-
cessivos. Por ser um pais tropical, o Brasil conta com alta pressao
de pragas e patégenos na agricultura, fato que ajudou no desen-
volvimento de um grande mercado consumidor de agrotoxicos. No
ano de 2008, alcancamos a posicéo de primeiro lugar no ranking
mundial, ultrapassando os EUA, que encabecavam a lista ha mui-
tas décadas (Figura 2).
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Figura 2. Mercado brasileiro de agrotoxicos de 2011.
Fonte: Bettiol (2011).

O numero de produtos biolégicos comercializados no Brasil come-
¢cou a crescer a taxas menos modestas (Tabela 1) com a entrada
de novos atores nacionais e internacionais no mercado (BETTIOL
et al., 2014). Além disso, a necessidade iminente das empresas
tradicionais de quimicos de aproveitarem esses novos nichos de
mercado fez com que elas comegassem a registrar produtos de bai-
xa toxicidade e buscar tecnologia de bioldgicos. Dessa forma, tem
aumentado seu portfélio e fortalecido sua posi¢ao e discurso de ali-
nhamento a sustentabilidade de suas linhas de produtos agricolas.
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Tabela 1. Lista de Agentes de Controle Bioldgico comercializados no Brasil, com
respectivos nimeros de produtos registrados (AGROFIT/Mapa) e ndo registrados
(N) em 2011.

Classe Agente Registro
Parasitoide Cotesia flavipes 5
(84 produtores) Trichogramma galloi

Trichogramma atopovirilia
Telenomus podisi
Trissolcus basalis
Trichogramma pretiosum

Predador Neoseiulus californicus

(3 produtores) Cryptolaemus montrouzieri
Orius insidiosus
Phytoseiulus macropilis
Podisus nigrispinus
Stratiolaelaps scimitus

Nematoide Steinernema puertoricense
(2 produtores) Beddingia siricidicola
Microbiolégico Baculovirus anticarsia
(40 produtores) Aspergillus flavus
Bacillus licheniformis
Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis
Baculovirus (lagarta do alamo)
Beauveria bassiana
Clonostachys rosea
Isaria sp.

Lecanicillium lecanii
Lecanicillium longisporum
Metarhizium anisopliae
Paecilomyces lilacinus
Pochonia chlamidosporia
Trichoderma asperellum
Trichoderma harzianum

Total Produtos: 31

2, NZZWZZZZNZO 2222 a2 W Z22\Z2ZZZZZINZZZZDN

Total Registrados: 33
Total Empresas: 100*

* maioria dentro de usinas produzindo Metarhizium + Cotesia na mesma unidade
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O numero de produtos disponiveis no mercado, levando em con-
sideracao ACBs para controle de pragas (inseticidas/acaricidas/
nematicidas) e doencas (fungicidas/bactericidas) & discrepante
em relagao aos quimicos. Isso indica a necessidade de uma nova
segmentacao dentro do setor de protecdo de plantas, especifica
para agentes macro e microbianos de controle biolégico. No ano de
2011 havia 1352 pesticidas quimicos registrados no Brasil, sendo
somente 27 agentes de biocontrole. Ja em 2012 o numero de pes-
ticidas quimicos era de 1357 e os biopesticidas era de 31. Em no-
vembro de 2013 o numero de biopesticidas registrados saltou para
52 (BETTIOL et al., 2014; AGROFIT, 2014). Comparando esses
numeros observa-se ainda uma baixa competicdo dos bioagentes
com os produtos quimicos, fato esse também observado em outros
paises (BETTIOL et al., 2014). Por outro lado, nao se pode deixar
de levar em consideracao a oportunidade de mercado que se abre
com a adog&o de novas técnicas de cultivo, como o Manejo Inte-
grado de Pragas e Doencas que, além de outras recomendacoes,
combina diferentes classes de produtos. Essa é uma pratica muito
utilizada fora do Brasil, principalmente para doencas de final de ci-
clo e em pés-colheita, visando diminuir os problemas com residuos
de pesticidas quimicos e respeitar as caréncias dos produtos até
que cheguem ao consumidor final.

No Brasil, a cana-de-agucar e a soja sao responsaveis pelos prin-
cipais programas de controle biolégico do mundo (LOPES, 2009;
BETTIOL et al., 2014), como por exemplo:

» Cana-de-agucar: Metarhizium anisopliae, utilizado em, aproxi-
madamente, 3 milhdes de hectares para controle de Mahanarva
fimbiolata;

» Cana-de-acucar: Cotesia flavipes, utilizado em, aproximadamen-
te, 3,2 milhdes de hectares para controle de Diatraea saccharalis;
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» Soja: Trichoderma harzianum e Trichoderma asperellum, utiliza-
dos em, aproximadamente, 2 milhdes de hectares para controle
de Sclerotinia sclerotiorum.

Consequentemente, essas duas culturas detém os maiores volu-
mes de comercializagao de ACBs e apresentam um constante cres-
cimento.

Regulamentagao vs Comercializagao

O atual regime regulatorio de ACBs pertence a mesma legislagao
dos agrotoxicos convencionais (Lei 7.802 de 11 de julho de 1989 e
Decreto 4.074 de 04 de janeiro de 2002). A diferenciagdo dos dois
grupos de produtos, ACBs e pesticidas, se da através de Instrucdes
Normativas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
- Mapa, que dispensam os ACBs de algumas exigéncias especifi-
cas de quimicos. Ha o consenso entre empresas, pesquisadores e
membros do governo de que o crescimento do setor sera realmen-
te efetivado quando forem criadas regras e leis especificas para o
setor de bioldgicos.

No ano de 2011, o Mapa publicou o Ato n® 29, de 07 de julho de
2011, que criou regras isoladas e distintas para parasitoides, pre-
dadores, nematoides entomopatogénicos e organismos produzidos
pela técnica de inseto estéril. A recomendacéo agricola desses or-
ganismos passou a ser apenas para alvo bioldgico, independente
da cultura de ocorréncia. O ato também retirou a exigéncia dos roétu-
los dos produtos serem estampados com o simbolo da “caveira e ti-
bia cruzadas” e com os dizeres “CUIDADO VENENO”. Contemplou
tanto produtos ja registrados quanto os novos processos. Medidas
como essa estimulam a adogéo do controle biolégico no pais e a
extensao dessa politica para outros bioagentes, como os microbio-
l6gicos, incentivando o uso de ACBs de forma mais generalizada.
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Outro avango recente quanto a desburocratizacdo do registro de
produtos biolégicos foi dado com a criagdo da classificacdo dos
PRODUTOS FITOSSANITARIOS COM USO APROVADO PARA A
AGRICULTURA ORGANICA, previstos na Lei de Organicos (Lei n°
10.831, de 23 de dezembro de 2003 e no Decreto n°® 6.323, de 27
de dezembro de 2007), posteriormente regulamentados pela Instru-
¢ao Normativa Conjunta — INC — n°® 1 de 24 de maio de 2011. A par-
tir dai, com a publicagdo da INC n°2 de 02 de junho de 2011, foram
colocados trés agentes de controle biolégico na lista, sendo dois
parasitéides (Cotesia flavipes e Trichogramma galloi) € um acaro
predador (Neoseiulus californicus). Novos organismos deverao ser
inseridos nessa “LISTA POSITIVA”, que leva em consideragao cin-
co pontos principais de avaliagao:

1. Caracterizagao biolégica do organismo

» ldentificagdo biolégica detalhada do organismo

» Distribuicdo geografica

» Local de coleta ou criagdo em laboratério

» Deposicao de espécimes em colecéo reconhecida
2. Efeitos na saude humana e animal

» Informagdes detalhadas sobre possiveis riscos a saude humana
e animal quando da introdu¢&o do organismo na area de contro-
le (alergia, irritagdes, vetores de doencas)

3. Destino e comportamento ambiental

Identificagao de riscos potenciais ao meio ambiente, como:

M

* Informacgdes disponiveis sobre inimigos naturais do organis-
mo alvo na area de liberacéo;
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» Alcance e distribuicdo potencial do hospedeiro na area de li-
beracéo;

» Efeitos a organismos nao alvos;

» Efeitos potenciais indiretos nos organismos que dependem
das espécies alvos e n&o alvos;

» Efeitos diretos ou indiretos causados a espécies ameacadas
ou em extingao;

» Possibilidades dos organismos tornarem-se vetores de doen-
¢as causadas por virus ou microrganismos;

Informagdes conhecidas a respeito do alcance/especificidade do
hospedeiro

Utilizagao prévia em programas de controle bioldgico e efeitos
no meio ambiente

Procedimentos a serem seguidos, caso contaminantes ou hiper-
parasitas forem detectados

Procedimento para a destruicdo do organismo, caso necessario

4. Controle de qualidade dos organismos produzidos em labo-

ratério

»

»

»

Descricdo do ambiente fisico proposto para a criagdo dos orga-
nismos (instalagdes)

Detalhamento da dieta adotada para a manutencao das colé-
nias, e

Capacidade de postura, ecloséo, peso de pupas/formas juvenis
e porcentagem de deformagédo de pupas/juvenis e adultos em,
pelo menos, duas geragdes sucessivas.
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5. Eficiéncia e praticabilidade
» Proposito da utilizagao
» Beneficios potenciais na utilizagdo do organismo.

A lista de referéncia comecgou contemplando somente macrorga-
nismos, mas fungos, virus e bactérias ja estdo em processo de in-
clusao. Alguns desses microrganismos sao utilizados na agricultura
ha décadas, sem evidéncias de problemas ao meio ambiente e ao
homem.

Juntamente com o crescimento do mercado de ACBs, o numero de
empresas produtoras aumenta significativamente. No ano de 2007,
elas criaram a Associacido Nacional das Empresas de Controle Bio-
l6gico (ABCBio), com o objetivo de agregar o setor e representa-lo
perante aos 6rgao de registro, defender seus direitos e promover o
controle bioldgico. Tirar empresas da ilegalidade e propor melhorias
no sistema de registros vigente sdo fatores importantes, mas uma
das principais a¢des da ABCBio, em conjunto com seu Comité Téc-
nico Cientifico, sera o monitoramento da qualidade dos produtos no
pos-registro.

Diferentemente dos produtos quimicos tradicionais, os biolégicos
sao comercializados por meio de vendas técnicas, em sua maioria
diretas. Um dos principais fatores de insucesso desse negdcio é
a falta de qualidade ou caracteristicas técnicas dos produtos, que
nao garantem a sobrevivéncia ou a viabilidade dos organismos para
que cheguem ativos ao destino final (MORANDI; BETTIOL, 2009).
Protocolos de controle de qualidade estdo sendo desenvolvidos e
revisados pelo Comité, os quais as empresas devem seguir, para
que garantias minimas sejam atribuidas aos seus produtos, com
constantes analises por parte da ABCBio. Este processo € moroso
e se encontra em fase de implantagdo. O objetivo final desse pro-
cesso de controle de qualidade é a implementagdo de um “selo de
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qualidade” por parte da ABCBio, para que os produtos comerciali-
zados sejam facilmente identificados pelos usuarios. Além disso,
programas de incentivo, com base em politicas publicas especifi-
cas e programas de treinamentos envolvendo universidades e/ou
empresas, aumentariam a credibilidade da técnica.

Tendéncias

Historicamente os valores de participacdo dos produtos biolégi-
cos no mercado de defensivos quimicos giram em torno de 1% do
valor total (BETTIOL; 2011), mas com a maior oferta de produtos
para diferentes alvos bioldgicos, esta participacao tende a crescer
(BETTIOL et al., 2014). Somadas as vendas de Metarhizium aniso-
pliae, Trichoderma harzianum, T. asperellum, Trichogramma galloi,
Cotesia flavipes e Baculovirus anticarsia, os produtos com maior
volume em area e escala, em conjunto com o produto biolégico
mais antigo registrado no Brasil, Bacillus thuringiensis, a participa-
¢ao meédia dos ACBs, no mercado brasileiro, situa-se em torno de
3% do mercado (BETTIOL et al., 2014). Em nivel global o mercado
de pesticidas quimicos e biopesticidas é projetado para 2019 em
US$76,8 bilhdes para os pesticidas quimicos e US$6,9 bilhdes para
os biopesticidas. Entretanto, a taxa esperada de crescimento para
os biopesticidas € de 13,9% contra 5,7% para os quimicos (GLO-
BAL..., 2014).

Com os incentivos do governo em fungdo da demanda da socie-
dade, implantagao de sistemas de rastreamento e certificados de
origem adotados pelas grandes redes de supermercados, apoio da
academia no maior numero de pesquisas com controle biolégico e
a profissionalizagcédo das empresas, o futuro do controle biolégico no
Brasil é promissor, ndo sé nos numeros, mas também na qualidade,
uma vez que a sua utilizacdo em cultivos extensivos devera ser
crescente, exigindo que sua eficiéncia seja maior.
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Capitulo 4

Solos Supressivos e o Controle de
Doencas de Plantas

Rodrigo Mendes

Introducgao

Os solos supressivos sdo definidos como solos nos quais um pa-
tégeno esta presente, mas ndo causa doenga em um hospedeiro
suscetivel, mesmo que os fatores ambientais sejam favoraveis ao
desenvolvimento da doenga (COOK; BAKER, 1974; HAAS; DE-
FAGO, 2005; HUBER; SCHNEIDER, 1982). O controle bioldgico
de patdgenos de solo ocorre naturalmente em situagdes onde um
fitopatdbgeno ndo consegue se estabelecer ou causar doenga em
um determinado campo de cultivo devido a sua microbiota natural.
Um exemplo classico deste tipo de controle biolégico de ocorrén-
cia natural é o declinio da doenca take-all, causada por Gaeuman-
nomyces graminis var. tritici (\(WALKER, 1972) em trigo cultivado em
monocultura. Os sintomas de fake-all foram reconhecidos e bem
caracterizados em 1852 no sul da Australia, tornando-se um exem-
plo classico de doenca de solo e objeto de extensivos estudos. Po-
rém, foi apenas depois de um século, no final da década de 1960,
que o declinio espontaneo dos niveis da doenca em monocultura
de trigo foi alvo de investigacao. A partir de entdo, a demonstragao
da supressividade as doencgas em diferentes locais e culturas abriu
uma grande oportunidade para a exploracao deste fendmeno para
o controle de doengas para as quais nao existe resisténcia ou tra-
tamento quimico e em situacdes onde a rotagao de cultura ndo é
viavel.
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O controle biolégico ocorre naturalmente na natureza, seja devido
aos solos supressivos, 0s quais contém microrganismos antagonis-
tas ao patégeno ou por causa da inoculagao natural de antagonis-
tas antes ou apd6s o ataque do patégeno a uma planta suscetivel.
Em alguns casos os microrganismos antagonistas podem ser linha-
gens avirulentas do mesmo patégeno que inibem o desenvolvimen-
to do patégeno pela competicdo por recursos, como acontece na
hipoviruléncia. Em alguns casos, plantas superiores sdo capazes
de reduzir a quantidade de in6culo liberando no solo substancias
téxicas ao patégeno. Agricultores, orientados pelos resultados de
pesquisa, tém aumentado seus esforgos em tirar vantagem de tais
mecanismos de antagonismo naturais e desenvolver estratégias
pelas quais o controle biolégico pode ser efetivamente usado con-
tra diversas doencas de plantas.

Os patégenos de solo podem ser fungos, oomicetos, bactérias ou
nematoides. Eles residem no solo por periodos curtos ou longos
e sobrevivem nos residuos das plantas ou livres em estado de la-
téncia até serem alcangados por exsudados de raizes permitindo-
-0s crescerem. Entdo, escapando da competicdo com outros or-
ganismos os patégenos infectam as raizes e podem permanecer
no interior da planta até a morte do hospedeiro, bem como sair e
infectar outras partes da raiz ou outras raizes. As plantas infectadas
por patdgenos de solo podem sofrer de varios sintomas, como por
exemplo, podridao da raiz, escurecimento da raiz, murcha, nanismo
e damping-off. As perdas devido a patdégenos de solo podem ser
prevenidas até certo ponto por meio da rotagcédo de cultura, utiliza-
¢ao de sementes livres do patégeno, controle quimico, solarizagao
do solo, aplicagao de vapor, entre outras técnicas de manejo. Po-
rém, como isso nem sempre € possivel por motivos econémicos
ou operacionais, os patdogenos de solo podem apresentar efeitos
devastadores no campo e em cultivos de casa de vegetacéo.
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E interessante notar que o cultivo continuo de uma mesma planta
em um determinado ambiente deveria favorecer a adaptacgao de pa-
tégenos, tanto de 6rgaos aéreos como patégenos de solo; porém,
curiosamente a selecado natural produziu muito mais exemplos de
resisténcia genética de plantas aos patdégenos de érgéos aéreos,
quando comparado a resisténcia aos patdogenos de solo. Esta ob-
servagao sugere que a pressao de selegao imposta por patdégenos
de solo pode favorecer uma estratégia de defesa diferente, na qual,
durante a monocultura, as plantas apresentem a habilidade de es-
timular populagbes de microrganismos da rizosfera que sdo anta-
gonistas aos seus patégenos (COOK et al., 1995). Assim sendo, 0
entendimento dos mecanismos que governam a natureza dos solos
supressivos poderia ajudar no desenvolvimento de estratégias de
biocontrole, nas quais as plantas se defendem dos patégenos de
solo por meio do recrutamento ativo de antagonistas na rizosfera.

A natureza microbiolédgica dos solos supressivos

Atualmente, a natureza microbiolégica dos solos supressivos é
bem estabelecida, porém, na década de 1970 havia apenas um
conjunto de teorias, com base em pesquisas realizadas no declinio
em take-all de trigo (conhecida como mal-do-pé no Brasil), as quais
eram complementares em diversos aspectos e que compartilhavam
0 mesmo conceito de antagonismo microbiano contra G. graminis
(BRUEHL, 1975). Uma das teorias postulava que a dominancia de
um inéculo fungico por si s6 induzia uma reagao antagbnica alta-
mente especifica com ele mesmo; assim, antibiéticos produzidos
por uma microbiota balanceada antagonizavam o patégeno em
sua fase parasitica e saprofitica (GERLAGH, 1968). Outro grupo
de pesquisadores sugeria que a redugao da capacidade de infec-
¢ao por parte do patdégeno era o resultado da resposta da hifa do
fungo as raizes do hospedeiro devido ao desenvolvimento de uma
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microbiota bacteriana na rizosfera, possivelmente causada pela
acao de antibidticos produzidos pela microbiota (POPE; JACKSON,
1973). Outro ponto de vista considerava que o antagonismo micro-
biano especifico se desenvolvia na rizosfera depois da infeccdo do
hospedeiro em resposta ao micélio parasitico. Muitos ataques do
patdogeno aumentavam a quantidade de tecidos vegetais mortos e
sua comunidade antagbnica associada, especialmente durante a
senescéncia do hospedeiro. Desse modo, o aumento dos antago-
nistas diminuia a sobrevivéncia do inéculo e sua infectividade pela
inibicdo da ramificagdo da hifa do patégeno (VOJINOVIC, 1973). E,
finalmente, o grupo de Rothamsted sugeriu que o declinio de take-
-all em trigo operava por meio de mudangas na microbiota do solo
em resposta ao progresso da doenca pela modificagdo do ambiente
nutricional nas proximidades da raiz, possivelmente pela mudanca
da proporgao NO3_/NH4+-N na rizosfera (BROWN et al., 1973).

Embora, ainda poucos mecanismos em solos supressivos sio cla-
ramente conhecidos, atualmente um conjunto de observagbes ex-
perimentais € utilizado para se caracterizar a natureza microbiolo-
gica de um solo supressivo; assim, as quatro observagdes chaves
estabelecidas para resolver a complexidade deste intrigante feno-
meno s&o:

1. Primeiramente, certos solos supressivos, quando pasteuriza-
dos, por exemplo, usando calor imido a 60°C por 30 minutos,
perdem sua capacidade de suprimir doengas. Outros tratamen-
tos antimicrobianos mais severos, tais como, radiagdo gama ou
autoclave apresentam o mesmo efeito.

2. Outra observacao experimental € que a supressao ¢é transferi-
vel. Um in6culo de 0,1 a 10% de solo supressivo introduzido
no solo conducente pode resultar na supressao da doenca. A
sensibilidade aos tratamentos antimicrobianos mais a transfe-
ribilidade indicam que a supressado da doenca é resultante da
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atividade microbiana dos organismos do solo que atuam contra
os patdgenos. E importante notar que a transferibilidade nao é
uma caracteristica obrigatéria para se designar um solo como
sendo supressivo.

3. A terceira observacao experimental é que a reducédo do pH do
solo adicionando H,SO, aumenta a suscetibilidade da planta a
murcha causada por Fusarium. Essa observacao revela a im-
portancia dos componentes do ambiente do solo, tais como, a
umidade, temperatura, fertilizagao, tipos de argila e o conteudo
ion-mineral do solo e seus efeitos no sucesso da supressao a
doengas.

4. Varios anos de monocultura podem induzir a supressao de do-
encas em alguns solos, como acontece no caso do declinio de
take-all em trigo.

Exemplos de solos supressivos

Muitos patégenos de solo, tais como, Fusarium oxysporum (agente
causal de murcha vascular), Gaeumannomyces graminis (agente
causal de take-all em trigo), Phytophthora cinnamomi (agente cau-
sal de podridao de raiz de varias frutiferas e espécies florestais),
Pythium spp. (agente causal de damping-off) e Heterodera avenae
(nematoide de cisto em aveia), se desenvolvem e causam severas
doengas em alguns solos; estes sdo designados como solos con-
ducentes (AGRIOS, 1977). No entanto, eles se desenvolvem muito
menos e sS40 menos agressivos em solos supressivos. Os meca-
nismos pelos quais solos sdo supressivos a diferentes patégenos
ndo estio claros, envolvem fatores bidticos e abidticos e variam de
acordo com o patégeno. Porém, na maioria dos casos, aparente-
mente, eles operam primariamente pela presenca nestes solos de
um ou varios microrganismos antagonistas ao patogeno. Tais an-
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tagonistas nao permitem o patdgeno alcancgar niveis populacionais
suficientes para causar doencgas severas por meio da produgéo de
antibidticos, enzimas liticas, competi¢cao por alimento, ou por para-
sitismo direto do patégeno.

Vérios tipos de microrganismos antagonistas foram descobertos no
aumento da supressividade de solos, sendo que os fungos mais
comuns sao, Trichoderma, Penicillium e Sporidesmium, e bactérias
dos géneros Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces. O solo su-
pressivo, quando adicionado ao solo conducente, pode reduzir o
nivel de doenca pela introdugdo de antagonistas ao patégeno. Por
exemplo, solo que recebeu solo contendo uma espécie de Strepto-
myces antagonista a Streptomyces scabiei, 0 agente causal de sar-
na da batata, resultou em tubérculos de batata significativamente
livres dos sintomas da doenca (LIU et al., 1995). Solo supressivo foi
usado, por exemplo, no controle de podridao de raiz causada por
Phytophthora em mamoeiro em um solo de pomar infestado com
o fungo da podridao de raiz Phytophthora palmivora; neste caso,
um solo supressivo foi adicionado a cova de plantio resultando no
controle da doenca (AGRIOS, 1977). Por outro lado, em muitas
doencas, o cultivo continuo de uma mesma cultura (monocultura)
em solo conducente, depois de alguns anos de doenga severa,
eventualmente ocorre uma reducéo da doencga por meio do aumen-
to de populagbes de antagonistas ao patdégeno. Como exemplo,
a monocultura de trigo conduz a reducgao de take-all em trigo e a
monocultura de pepino conduz a reduc¢ao de damping-off causado
por Rhizoctonia. Da mesma forma, o cultivo continuo de meldo per-
mitiu a promocao de espécies antagonistas ao Fusarium causador
da murcha por Fusarium resultando na reducéo da doenca (AGRI-
OS, 1977). Tais solos sao supressivos ao desenvolvimento dessas
doencgas. Esta supresséo deve-se a microbiota antagonista e pode
ser demonstrada pela pasteurizagao do solo a 60°C por 30 minutos,
a qual elimina completamente a supresséao.
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Solos supressivos foram descritos em diversos sistemas (consultar
revisdes por Hornby 1983; Haas e Défago 2005), os quais incluem:
Fusarium oxysporum na murcha em tomate, rabanete, banana e
outros; Phytophthora cinnamomi na podriddo da raiz em eucaliptos;
Pythium spp. € Rhizoctonia solani em damping-off de varias cultu-
ras como beterraba e rabanete; Thielaviopsis basicola na podridao
preta da raiz de tabaco, feijao, cerejeiras e outras; Streptomyces
scabiei na sarna da batata que causam lesdes nos tubérculos; Rals-
tonia solanacearum na murcha bacteriana do tomate, tabaco e ou-
tros; Meloidogyne incognita em varias culturas, principalmente em
paises tropicais e subtropicais. Porém, a supressdo ao mal-do-pé
em trigo é o sistema no qual os mecanismos sdo mais conhecidos.
Neste sistema tem sido demonstrado o papel fundamental de Pseu-
domonas fluorescens na supressao da doenca. Estudos correlacio-
nam niveis de supressao da doenca a densidade populacional de
P. fluorescens (RAAIUMAKERS et al., 1999). Tradicionalmente, es-
tudos que utilizam uma abordagem classica de isolamento e cultivo
de antagonistas focam em P. fluorescens, porém com o surgimento
de diversas técnicas independente de cultivo, novos grupos de mi-
crorganismos tém sido associados a supressao de doengas em so-
los, como por exemplo, Proteobacteria, Firmicutes, Actinomycetes,
Cyanobacteria, Bacteroidetes, Azospirillum, Gluconacetobacter,
Burkholderia, Comamonas e Sphingomonadaceae (DeANGELIS et
al., 2008; KYSELKOVA et al., 2009; MENDES et al., 2011).

Uso de metagenémica no estudo de solos supressivos

Os solos supressivos a doencgas representam uma fonte inesgota-
vel de microrganismos para serem explorados biotecnologicamen-
te, pois hospedam um enorme conjunto de fung¢des de interesse
que incluem a inibigdo de patdgenos. Porém, as abordagens micro-
bioldgicas tradicionais séo limitadas no sentido de que apenas uma
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minima fragdo da comunidade microbiolégica pode ser cultivada
em laboratorio. Apesar do desenvolvimento de estratégias para o
cultivo de microrganismos que resistem ao crescimento em meio
de cultura, a porcentagem de organismos cultivados a partir do solo
em relacdo a comunidade total ainda é incipiente.

Com o suporte de técnicas moleculares, os microbiologistas tém
superado a limitacdo intrinseca a abordagem tradicional do culti-
vo de microrganismos e explorado diretamente o DNA extraido do
solo. Metagenémica é o estudo coletivo de genomas recuperados
de amostras ambientais sem cultivo prévio dos microrganismos.
Ela permite a investigacao da informacao dos genomas de organis-
mos dificilmente cultivados em laboratério. Portanto, € um método
sistematico de investigagao, classificacdo e manipulagdo do mate-
rial genético total isolado de amostras ambientais. Embora varios
novos genes e fungdes tenham sido descobertos pela aplicagdo da
metagendmica, ainda ha desafios na aplicacdo desta tecnologia a
partir de amostras de solo. As principais limitagdes técnicas sao: i)
obtencdo de quantidades adequadas e de alta qualidade de DNA
de solo, ii) construgao de bibliotecas com fragmentos longos, e iii)
protocolos de triagem, os quais nem sempre sao eficientes (VAN
ELSAS et al., 2008a).

Em uma iniciativa da Uniao Europeia, varios laboratérios estabele-
ceram um projeto de metagenédmica em solos supressivos a doen-
¢as, denominado “METACONTROL - Soil metagenomics to identi-
fy novel mechanisms of antagonism and antifungal activity for the
improved control of phytopathogens” em 2002. O principal foco
do projeto foi explorar genes envolvidos na produgéo de antibioti-
cos da classe poliquetideos e genes da biossintese de quitinase,
considerando os solos supressivos como reservatério de genes an-
ti-fitopatdgenos. Durante o projeto quatro tipos de solos supressi-
vos e um solo controle foram usados. Na Holanda foi utilizado solo
supressivo a Rhizoctonia solani AG3, na Suécia solo supressivo a
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Plasmodiophora brassicae, na Franga e no Reino Unido solos su-
pressivos ao Fusarium, e o solo controle foi amostrado na Franca.

Assim como outros projetos de metagendmica, varias fungdes bi-
olégicas novas foram descobertas ao longo do METACONTROL,
incluindo a maquinaria biossintética parcial para a producdo de
varios antibiéticos poliquetideos (BERTRAND et al., 2005; COUR-
TOIS et al., 2003; ELSAS et al., 2008a; GINOLHAC et al., 2004;
NALIN, 2004). E importante destacar que existem varias dificulda-
des intrinsecas a aplicagdo de metagenémica no estudo de solos,
que vao desde a preparacdo do DNA a selecao de clones positi-
vos. Estas dificuldades trazem como resultado um baixo namero
de sequéncias de interesse, mesmo as que sao presumivelmente
enriquecidas como uma fungao alvo no sistema (VAN ELSAS et al.,
2008b). O avango e a expanséo da aplicagdo da abordagem meta-
gendmica no estudo de solos supressivos ira permitir aos cientis-
tas explorar genes e vias metabdlicas de interesse biotecnoldgico,
decifrar a identidade e fungdes de microrganismos até o momento
nao-cultivados e possibilitar uma caracterizagdo geral das fung¢des
e diversidade do solo (VAN ELSAS et al., 2008a).

Comunidades microbianas do solo reforgam o sistema de
defesa da planta

Um recente estudo decifrou 0 microbioma da rizosfera de beterraba
cultivada em solo supressivo com a finalidade de descobrir bacté-
rias e moléculas responsaveis pela supressio do patégeno de solo
Rhizoctonia solani (MENDES et al., 2011). Neste estudo os auto-
res utilizaram um microarranjo de alta densidade de nucleotideos
de DNA ribossomal 16S (rDNA 16S), conhecido como PhyloChip
(HAZEN et al., 2010), para identificar membros dos dominios Bac-
téria e Archaea na comunidade microbiana da rizosfera de plantas
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cultivadas em solo supressivo a doengas. A abordagem metagen6-
mica foi seguida de isolamento direcionado de grupos bacterianos
apontados pelo PhyloChip como sendo associados a supressao de
doencas e, por fim, descobriu-se vias metabdlicas e genes biossin-
téticos envolvidos no controle do patégeno. Para este estudo foram
considerados solos com diferentes niveis de supressédo a doencga,
bem como o solo conducente, sendo: i) solo supressivo com in6-
culo do patdégeno, ii) solo supressivo sem o patdgeno, iii) solo con-
ducente, iv) solo conducente acrescido de 10% de solo supressivo,
e v) solo supressivo apoés tratamento térmico de uma hora a 50°C,
ou vi) 80°C. Os tratamentos térmicos foram capazes de eliminar ou
diminuir o efeito da supressao a R. solani nos solos supressivos, e
o tratamento no qual o solo supressivo foi adicionado ao solo con-
ducente apresentou o estabelecimento de um determinado nivel de
supressao no solo anteriormente conducente a doenca. Com base
nestes tratamentos, trés critérios foram estabelecidos para se se-
lecionar os grupos microbianos associados ao fenémeno: i) os mi-
crorganismos deveriam ser mais abundantes em solo supressivo do
que em solo conducente, ii) mais abundantes no solo transplantado
(conducente + 10% de supressivo) do que em solo conducente, e
iii) mais abundantes em solo supressivo inoculado com R. solani do
que em solo supressivo. A base para a escolha destes trés critérios
leva em conta que espera-se que 0s microrganismos que protegem
a planta contra a infecgdo do patégeno na rizosfera de beterraba se-
jam naturalmente mais abundantes nos solos supressivos (critério i)
€ que quando o solo supressivo é transferido ao solo conducente,
um indculo de bactérias benéficas seja transferido e capaz de es-
tabelecer niveis de controle da doenca (critério ii). Adicionalmente,
considerou-se a hipotese que a presencga do patégeno no sistema
induz os grupos antagonistas; assim, foram incluidos os microrga-
nismos mais abundantes quando o patdgeno foi introduzido no sis-
tema em relag&o ao solo supressivo sem o patégeno (critério iii).
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Uma viséo geral da dindmica dos taxa bacterianos associados aos
solos supressivos € apresentada na Figura 1 (MENDES et al., 2011).
O filo Proteobacteria, incluindo Pseudomonadaceae, Burkholde-
riaceae, Xanthomonadales, e o filo Firmicutes (Lactobacillaceae)
foram identificados como os mais dinamicos associados a supres-
sdo do patégeno de solo atendendo aos trés critérios considera-
dos. Desta forma, membros da familia Pseudomonadaceae foram
isolados, selecionados com base na inibicao in vitro de R. solani,
caracterizados geneticamente, e submetidos a mutagao randémica
para a identificagcdo dos genes produtores do antibiético respon-
savel pela inibicao do patégeno, o qual foi identificado como uma
nova molécula, denominada tanamicina (MENDES et al., 2011).

Os autores concluem que o complexo fenbmeno de solos supres-
sivos a doencgas ndo pode ser atribuido a apenas um unico gru-
po ou taxon bacteriano, mas é provavelmente governado por um
consorcio bacteriano. Sendo assim, a abordagem tradicional, que
€ limitada ao estudo dos microrganismos cultivados em meio de
cultura, é insuficiente para a elucidagao do fendbmeno. Utilizando-se
esta abordagem multifacetada, partindo de observagoes da evolu-
¢ao da doenga no campo até a elucidagao da molécula ativa, este
estudo colocou a exploragao dos solos supressivos em uma nova
perspectiva, de maneira que a abundancia relativa de diversos gru-
pos microbianos, ou um complexo consércio de bactérias, € mais
importante indicador da supressédo da doenga do que a presenga
exclusiva de determinados antagonistas especificos.
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Conclusao e perspectivas

Por muito tempo, e ainda atualmente, o entendimento do funcio-
namento e a exploragao dos solos supressivos sdo considerados
importantes conquistas para o progresso do controle bioldgico de
doencas e, de acordo com seu potencial, pode-se afirmar que ainda
sdo subutilizados na busca de solugdes para o controle de patoge-
nos de solo. A possibilidade da utilizagdo da abordagem metagen6-
mica, associada ao surgimento de diversas técnicas de sequencia-
mento de menor custo, possibilitardo a caracterizacdo massiva de
comunidades microbianas e fungdes em diversos sistemas onde
o fenbmeno de solos supressivos € bem conhecido. Porém, este
ainda é o primeiro passo para a elucidagdo dos mecanismos que
conduzem ao estabelecimento de um solo supressivo. O entendi-
mento da sinalizagdo metabdlica entre o patdégeno, hospedeiro e
antagonistas é chave para se manipular os fatores indutores da
supressao das doengas incitadas por patégenos de solo.
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Capitulo 5

Controle Biologico de Patégenos de Solo

Murillo Lobo Junior

Introducgao

O solo € um ambiente dindmico que abriga processos importantes
mediados por microrganismos, tais como ciclagem de nutrientes,
ocorréncia de doencgas do sistema radicular, controle biolégico de
patdgenos e pragas, absor¢do de nutrientes via simbiose, entre ou-
tros. Todos os microrganismos habitantes do solo compdem a co-
munidade microbiana que, junto a processos biologicos, sdo inves-
tigados como indicadores da sustentabilidade da produgao agricola
e/ou da qualidade do solo (BENDING et al., 2004; CARTER, 2002).

As espécies da comunidade microbiana do solo respondem de
modo distinto a eventos como os tratos culturais, que estressam
ou estimulam os microrganismos. Deste modo, a capacidade pro-
dutiva de um solo n&o depende unicamente de suas caracteristicas
fisico-quimicas, mas também da interacdo entre diversos fatores
no sistema solo-planta-microbiota. Saber manejar o solo de modo
a preservar, ou mesmo melhorar suas caracteristicas em sistemas
sustentaveis, € um dos desafios para a agricultura atual.

Em todos os agroecosistemas seria ideal contar com solos supres-
sivos a diferentes fitopatdogenos, onde os patdégenos nao se estabe-
lecessem ou se estabelecessem causando poucos danos (BAKER,;
COOK, 1974). A intensificacdo da agricultura faz com que a reali-
dade da maioria das areas cultivadas esteja longe deste ideal. Por
outro lado, ha tecnologias suficientes para se contornar muitos dos
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problemas causados por patégenos que sobrevivem no solo. Entre
as diversas praticas de manejo de doencgas, o controle biolégico é
uma das que mais vem contribuindo em termos praticos, € onde
também se observa um notavel avanco do conhecimento, que de-
monstra o quanto esta linha de pesquisa tem evoluido.

Na auséncia de um manejo eficiente de doencgas, nota-se o rapido
acumulo de patdégenos que habitam o solo em detrimento aos mi-
crorganismos benéficos as plantas, de modo que os plantios inten-
sivos ou rotagdes curtas resultem constantemente na ocorréncia de
pelo menos duas doengas de importancia econémica, que podem
inviabilizar areas altamente infestadas. A importancia dos patdge-
nos habitantes do solo (ou “patégenos de solo”) se da pela sua
sobrevivéncia no solo por varios anos, por meio de estruturas de
resisténcia (esclerédios ou clamidésporos), e em geral alta agres-
sividade. Nao ha resisténcia genética para a maioria das doengas
causada por estes organismos nas cultivares disponiveis. Todavia,
estes patégenos possuem dezenas de espécies de fungos e de
bactérias antagbnicas, chamados de agentes de controle biolégico
ou biocontroladores.

Oitenta anos de pesquisa em controle biolégico

Desde o relato de Weidling em 1932 sobre a capacidade de Tricho-
derma lignorum em parasitar patégenos de solo, foram publicados
milhares de artigos com resultados relacionados ao controle bio-
I6gico de doencas, notadamente nos ultimos 30 anos. Em compa-
racdo aos conhecimentos reunidos no primeiro livro voltado para
o controle biolégico de doencas (BAKER; COOK, 1974), o esta-
do da arte relacionado a este tema reflete o avango tecnoldgico
e a maturidade que as pesquisas atingiram em um campo vasto
que vai desde a ecologia de microrganismos, o sequenciamento
de genomas de antagonistas, a um melhor entendimento das rela-
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¢des das plantas com a comunidade microbiana no solo. Andrews
e Harris (2000) sugerem que, na auséncia de genes de resisténcia,
as espécies vegetais evoluiram desenvolvendo uma estratégia de
estimulo e associagéo a diversos grupos de microrganismos, como
uma defesa aos patdgenos habitantes do solo. Da mesma forma
que exsudatos radiculares atraem, por meio de sinais quimicos, os
microrganismos patogénicos, os diversos agucares, aminoacidos e
outros metabdlitos liberados pelo sistema radicular sdo capazes de
atrair diferentes espécies benéficas que infectam as raizes, estabe-
lecendo comunicagao quimica com as plantas (HARMAN, 2011), e
protegem suas “hospedeiras” do ataque de patégenos. Desta for-
ma, entende-se o controle biolégico como um processo natural que,
para seu uso em maior escala, requer um melhor entendimento das
relacbes planta x antagonistas x patégenos x comunidade micro-
biana x ambiente.

Quanto ao antagonista, estas caracteristicas o possibilitam compe-
tir, colonizar e proteger raizes, por meio de um fendbmeno chama-
do de rizocompeténcia. Este mecanismo é fundamental e viabiliza
o biocontrole de doencgas radiculares, incrementando, inclusive, a
protecao de plantas em caso de niveis intermediarios de resisténcia
ou suscetibilidade (AN et al., 2011; MARTINUZ et al., 2012). Por
este motivo, frequentemente, as publicacbes também tratam das
diferentes etapas de processos de selecao de antagonistas, desde
o levantamento de demandas, testes de eficiéncia, formulacdo e
liberacdo em escala comercial, em etapas sistematizadas por Kéhl
et al. (2011).

No Brasil, as dimensbes do pais € a ampla gama de espécies cul-
tivadas abrem inumeras possibilidades para o desenvolvimento e
uso do controle biolégico. Observa-se em nosso pais um grande
numero de pesquisadores dedicados a esta linha de pesquisa e um
numero crescente de empresas produzindo e registrando seus bio-
produtos. Uma amostra deste conhecimento gerado pode ser ob-
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servada em consulta a base Lattes do CNPq, que revela centenas
de pesquisadores com doutorado cadastrados com publicacbes
relacionadas ao controle biolégico, com diferengas claras quanto a
atengdo com que patdgenos ou antagonistas tem recebido, confor-
me o numero de publicacdes geradas (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de pesquisadores com doutorado cadastrados na base Lattes
do CNPg em margo de 2012, com trabalhos realizados envolvendo o controle
bioldgico de patdgenos habitantes do solo e respectivos microrganismos para bio-
controle.

Antagonista Pesquisadores Patégeno Pesquisadores
. Fusarium

Trichoderma spp. 485 296

oxysporum
. Phytophthora

Bacillus spp. 400 290

spp.
L Rhizoctonia

Penicillium spp. 294 . 253
solani
Sclerotium
cepivorum e/

Leveduras 290 176
ou S.
rolfsii
Sclerotinia

Pseudomonas spp. 290 . 171
sclerotiorum

Fungos formadores de . .

. . 77 Fusarium solani 171

micorrizas
Ralstonia

Comunidade microbiana 68 ! 128
solanacearum
Macrophomina

Coniothyrium minitans 7 p . ! 84
phaseolina

Este levantamento serve como uma amostra da massa critica no
pais que se dedica ao tema, e ndo separa profissionais que traba-
Iham com mais de um antagonista ou patégeno, nem distingue o
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estudo de Fusarium oxysporum como patdégeno ou como agente
de controle biolégico. Os comentarios feitos a seguir servem como
subsidio a mostrar o estado da arte envolvendo o controle bioldgico
de doengas em patossistemas importantes, sem a pretensao de
esgotar o assunto.

Os estudos conduzidos no Brasil e no exterior com controle bio-
I6gico de patdégenos de solo se concentram, geralmente, no uso
de um antagonista para controle de um patdégeno especifico, em
detrimento de estudos que investigam comunidades de microrga-
nismos do solo ou complexos formados por duas ou mais espécies
de patdégenos. Esta abordagem tem sido eficiente na obtencao de
resultados consistentes e na sua adogao do controle biolégico em
escala comercial, mas vale como reflexdo sobre a nossa dificul-
dade em estabelecer um manejo “holistico” dos solos cultivados,
que gere supressividade as doencgas em diferentes agroecosiste-
mas. Em ambas as abordagens, dentro e fora do Brasil, também ha
uma expectativa sobre o quanto os novos conhecimentos podem
se transformar em aplicagdes praticas, que aumentem a eficiéncia
do biocontrole e do manejo de doengas.

Da teoria a realidade

O controle bioldgico evolui com a geragédo de novos conhecimentos
a cada década. Muitas das primeiras experiéncias a sair do ambien-
te controlado dos laboratérios foram demonstradas em substratos
para a producéo de plantas ornamentais ou hortalicas (HOITINK;
FAHY, 1986) e na importancia de antagonistas em solos supres-
sivos (HAAS; DEFAGO, 2005). Observa-se que o controle biol-
gico gerou um maior volume de publicagcdes nos importantes pa-
tossistemas formados nestas espécies, de maior valor agregado e
cultivadas majoritariamente em pequenas propriedades (PAULITZ;
BELANGER, 2001), em comparag&o a outras culturas anuais.
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Atualmente, existe uma grande demanda para o controle biologi-
co de patdgenos habitantes do solo em culturas anuais produtoras
de gréaos e de fibras (JACCOUD FILHO et al., 2010; REZENDE
et al., 2010). Nos cultivos de commodities, como soja e algodao,
ha dificuldades em manejar os patégenos de solo,especialmente
devido a sua frequente distribuicdo em reboleiras, maior tamanho
das areas e menor valor agregado destas culturas, em comparacgao
as hortalicas. Nao obstante, esta demanda por solugdes biolégicas
tem sido justificada pelo fato de outras praticas de controle serem
limitadas na reduc¢ao da densidade de in6culo de patégenos como
Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco em mais de 400
hospedeiras. E justamente ai onde antagonistas como Trichoderma
spp. podem proporcionar a protecao desejada as plantas (notada-
mente raizes) aproveitando-se da sua versatilidade em afetar os
patégenos por meio de parasitismo, antibiose e elevada capacida-
de de degradar carboidratos estruturais e ndo estruturais.

Essa forma de controle foi viabilizada apds décadas de pesquisa
em varios paises com a selegdo de antagonistas e o desenvolvi-
mento de formulagbes estaveis, que carregam uma grande quanti-
dade de esporos viaveis, que possam ser competitivos no seu sitio
de atuacdo — o solo. Para atender a tantas expectativas, Harman
(2000) considera que somente antagonistas amplamente adapta-
dos e ativos sdo a Unica opgao economicamente viavel para a ado-

¢ao em escala comercial de fungicidas bioldgicos.

As novas ferramentas biotecnolégicas a servigo do con-
trole biolégico

O género Trichoderma foi descrito por Persoon em 1794 e reune
espécies que estao entre as mais comumente encontradas no solo.
Este género é tratado aqui como o melhor exemplo do avango no
conhecimento em biocontrole, impulsionado como um todo a come-
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car da popularizacdo de métodos moleculares, a partir da década
de 90, além do desenvolvimento de formulagées que aumentam
a viabilidade de esporos para produgdo em escala comercial (XA-
VIER-SANTOS et al., 2011). O caso de maior sucesso de Trichoder-
ma para controle biolégico é de uma cepa obtida por meio de fusao
de protoplastos (um protocolo atualmente exequivel em diversos
laboratérios) conhecida como T-22, desenvolvida na Universidade
de Cornell, nos EUA. Devido a sua eficiéncia em campo, anualmen-
te, esta universidade recebe cerca de US$800.000,00 de royalties
obtidos pelo licenciamento da cepa T-22 (HARMAN, 2011).

Como os géneros de antagonistas apresentam, entre sua ampla
variabilidade, isolados de elevado potencial para o controle biologi-
co, trabalhos que visem a caracterizacéo, selecao e adaptacao aos
solos brasileiros com potencial para utilizagdo do controle biologico
in situ devem ser estimulados. O conhecimento desta diversidade é
também essencial para viabilizar o melhoramento genético de an-
tagonistas, ja utilizado com eficiéncia (BARCELLOS; PIZZIRANI-
-KLEINER, 2003; SIVAN; HARMAN, 1991).

Por volta de meados da década de 90, havia pouco menos de 30
espécies morfologicas de Trichoderma conhecidas e o crescente nu-
mero de novas espécies descritas posteriormente reflete apenas o
impacto que os novos métodos trouxeram em termos de taxonomia.
Gragas as facilidades geradas pelo sequenciamento de DNA, ja se
conhecem mais de 100 espécies filogenéticas deste género (DRU-
ZHININA et al., 2006). A diversidade de espécies encontradas em mé-
todos baseados em sequenciamento de DNA praticamente inviabiliza
a taxonomia meramente morfoldgica, apesar desta ndo ser dispensa-
da na identificagdo de novas espécies. Independentemente do surgi-
mento de novas espécies de Trichoderma, € visivel que poucas sao
adaptadas ao solo (FRIEDL; DRUZHININA, 2012), sendo esta a pro-
vavel causa de T. harzianum e T. asperellum estarem presentes na
imensa maioria de artigos publicados e bioprodutos comercializados.
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Apo6s sua aplicagao no solo, pode-se atualmente rastrear o desen-
volvimento de cepas especificas de antagonistas por meio da rea-
¢ao de PCR quantitativa, com precisao suficiente para estimativa
da dindmica de populacdes especificas, em densidades a partir de
2,2 x 10* ufc g solo” (SAVAZZINI et al., 2008). Esta abordagem
permite uma estimativa da sobrevivéncia de isolados aplicados no
solo e seus impactos sobre o0 ambiente e patégenos, diferenciando
sua populacio das populagdes de isolados endémicos. Da mesma
forma, o mesmo principio pode ser adotado para se verificar efeitos
sobre a densidade de in6culo de patégenos como Fusarium solani
e Rhizoctonia solani (FILION et al., 2003), fato que dificilmente se-
ria verificado com a mesma precisao por outros métodos.

Os modos de acao de Trichoderma spp., como hiperparasitismo e
antibiose, sdo bem conhecidos, mas, conforme revisdes de Ojiam-
bo e Scherm (2006) e Shoresh et al. (2010), sabe-se também que a
inducao de resisténcia por isolados deste género tem um papel im-
portante em varios patossistemas, e que varios mecanismos ope-
rando simultaneamente podem atuar aditiva ou sinergisticamente
para incremento do biocontrole. Estes autores incluem também, en-
tre os beneficios de antagonistas, outras mudancgas fisiolégicas nas
plantas, como a possibilidade de aumento da eficiéncia de nutrien-
tes, maior fotossintese e atividades respiratorias, sendo estes pro-
cessos dependentes de cepas especificas. Aparentemente, ainda
nao ha estimativas da contribuigdo proporcional de cada um destes
processos, tanto no biocontrole, quanto na fisiologia das plantas
protegidas.

Também é grande a variedade de metabdlitos produzidos por fun-
gos e bactérias usados no biocontrole. Parte da importancia que
determinados antagonistas recebem atualmente se deve a sua
capacidade de produzir antibiéticos de amplo espectro como de-
rivados de 2,4-diacetilfloroglucinol (ou 2,4-DAPG) e outros como
pirrolnitrina e pioluteorina produzidos por Pseudomonas spp., con-



Defensivos agricolas naturais: uso e perspectivas

siderados como um dos maiores focos da pesquisa em controle
biolégico, com diferentes genes clonados periodicamente neste e
em outros géneros de antagonistas (HERMOSA et al., 2012; WEL-
LER et al., 2007).

A expressao de genes por bactérias pode ser realizada a partir de
determinadas concentragdes de suas populagdes. Este mecanis-
mo de regulacdo denominado de “quorum sense” na expressao de
genes ja foi demonstrado em bactérias patogénicas habitantes do
solo, do género Erwinia. E perfeitamente possivel, portanto, que
as bactérias do solo que atuam como biocontroladoras de pato-
genos também possuam 0 mesmo mecanismo. Ha evidéncias de
que mesmo isolados de Pseudomonas de populacgdes distintas se
comunicam, viabilizando a produg¢ao de compostos antimicrobianos
(MAURHOFER et al., 2004).

Ha mais de 12 géneros de bactérias considerados como agentes
de controle bioldgico e promotores do crescimento de plantas e, a
semelhanca do observado em fungos, periodicamente novos géne-
ros sao descobertos (KIM et al., 2011). Estes fatos ddo uma ideia
do avanco tecnolégico que ocorre em estudos envolvendo controle
biolégico de doengas, e abrem perspectivas para seu uso que se-
riam impensaveis 30 anos atras.

Ao mesmo tempo, ainda permanecem muitas duvidas e oportuni-
dades de melhoria quanto a inclusao do controle biolégico como
pratica agronémica em muitos sistemas produtivos, onde frequen-
temente o tratamento dado aos antagonistas é o mesmo dado aos
insumos sintéticos. A obtencgao de resultados que justifique a ado-
¢ao do controle bioldgico passa pela adogao de uma visao holisti-
ca sobre o0s agroecossistemas, onde é essencial compreender a
estratégia de sobrevivéncia de antagonistas e patégenos, a cultura
hospedeira, o ambiente e a comunidade microbiana do solo.
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O que o controle biolégico de patéogenos de solo real-
mente nos fornece

Todos estes recursos tecnoldgicos disponiveis nao isentam os an-
tagonistas da reacgao diferencial a fatores bidticos e abioticos, o que
torna um passo fundamental no uso do biocontrole a sua avaliagao
em estudos de eficiéncia agrondmica, visando proporcionar ao an-
tagonista uma vantagem competitiva em relagdo aos patégenos de
solo e outros membros da comunidade microbiana. Harman et al.
(2004) consideram que o aumento da produtividade proporcionado
por isolados selecionados de Trichoderma spp. € mais evidente sob
condicdes estressantes as plantas, em termos de presenca de pa-
tégenos. Sob condi¢des préoximas ao ideal, os beneficios as plantas
sdo menos evidentes, provavelmente pela capacidade da comuni-
dade microbiana do solo ja suprir a planta em termos de protegao
aos patdégenos naquele ambiente.

Ao proporcionar aos antagonistas um ambiente favoravel ao seu
desenvolvimento, o controle bioldgico de patégenos habitantes do
solo atua onde outros métodos nao tém efeito ou sdo limitados,
podendo fornecer resultados em curto periodo. Um exemplo de sua
aplicagao é o parasitismo de esclerddios de S. sclerotiorum, que
sobrevivem por varios anos no solo (GORGEN et al., 2009). Essa
vantagem tem impulsionado seu uso em nosso pais, ainda que de
forma relativamente empirica. Em campo, os resultados obtidos no
Brasil em estudos sistematizados sao ainda insuficientes para sub-
sidiar sua ampla aceitagao por agricultores e profissionais da assis-
téncia técnica. Da mesma forma que os fungicidas sintéticos, sao
necessarios testes de eficiéncia agrondmica e de outros ajustes
para seu uso adequado. Os resultados sao especificos para cada
cepa e nao podem ser extrapolados para outras.

Desta forma, os métodos de aplicagao de agentes de controle bio-
l6gico devem, naturalmente, ser feitos em condigbes ambientais
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que favoregcam o desenvolvimento e parasitismo dos patégenos.
Esses fatores sdo essenciais para o sucesso da pratica, pois con-
dicbes ambientais adversas, cepas de baixa competitividade e uso
de esporos em concentracao insuficiente sdo as principais causas
de insucesso do controle biolégico. Alguns cuidados a serem ob-
servados no uso comercial ou experimental desses bioprodutos
sdo citados a segquir:

1. E essencial aplicar o antagonista na dose e nimero de esporos
(conidios) viaveis recomendados. Para ndo comprometer a viabili-
dade dos esporos, a embalagem do produto deve ser mantida em
condicbes adequadas, de preferéncia em geladeira. Apds a data
de vencimento, que deve constar nas embalagens, a viabilidade de
esporos diminui para abaixo do necessario para reduzir o indculo
de patégenos no solo.

2. Solo umido sem a incidéncia de raios solares e temperaturas en-
tre 20°C e 25°C sao, geralmente, as condi¢des ideais para o desen-
volvimento do antagonista como Trichoderma spp. e Clonostachys
rosea. A eficiéncia destes antagonistas ¢é limitada sob temperaturas
mais baixas, e nenhuma em solo seco. Da mesma forma, outros
antagonistas tem suas condi¢gbes 6timas para desenvolvimento e
sua recomendacao deve levar em conta as condigdes ambientais.
Ja Coniothyrium minitans é adaptado a temperaturas amenas (18-
22°C), sendo comumente recomendado em paises de clima tem-
perado.

3. Garantias sobre a qualidade e viabilidade de esporos e a compa-
tibilidade com insumos quimicos sao responsabilidades do fornece-
dor. Se necessario, testes de quantidade e viabilidade de esporos
podem ser feitos em laboratérios de empresas de pesquisa e uni-
versidades, com relativa facilidade.

4. Alguns entusiastas pregam a eficiéncia ou vendem produtos para
o controle biolégico como solugéo definitiva para os patégenos de
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solo, o que definitivamente ndo ocorre. Dlvidas sobre a eficiéncia
de formulagdes podem ser esclarecidas com testes no local, com-
parando o antagonista com uma testemunha (area sem aplicagéo
do produto) para checar as reais diferengas de controle de doencgas
e rendimento das culturas.

5. A dosagem mais eficiente para controle de um patégeno nao é
necessariamente a mais alta. Acima da dosagem ideal, a eficiéncia
do controle biolégico e a produtividade caem. Além disso, os cus-
tos de produc¢do aumentam, ja que o produtor esta fazendo uso de
mais um insumo.

Ao se observar estas exigéncias dos fungicidas bioldgicos, diver-
sos beneficios do controle podem ser obtidos, tais como: redugao
da densidade de inéculo de patdégenos habitantes do solo, menor
incidéncia e/ou severidade de doengas, promogao do crescimento
de plantas, melhorias no estande (numero de plantas por area),
maior aproveitamento dos nutrientes do solo e redugao do uso de
insumos quimicos.

Vale lembrar que todos os principais fungos fitopatogénicos habi-
tantes do solo séo transmitidos por sementes. A transmisséo de
patégenos como S. sclerotiorum por meio de sementes e o trans-
porte de esclerddios junto a lotes de sementes tem sido considera-
dos como os principais meios de introdugao do patégeno em novas
areas e de reinfestacao de locais onde ja se faz o0 manejo do mofo
branco. Tradicionalmente, o tratamento quimico das sementes com
fungicidas tem sido adotado como medida de contengéo do patége-
no. O controle bioldgico, por sua vez, pode ser adicionado ao uso
de fungicidas sintéticos para aumentar a porcentagem de controle
do patégeno, ou mesmo aumentar a protecao das sementes a es-
tresses abidticos (MASTOURI et al., 2010; SHUKLA et al., 2012).

Varios fungos e bactérias tém o potencial de controlar S. sclero-
tiorum, como espécies de Trichoderma, Bacillus, Coniothyrium e
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Pseudomonas entre dezenas de outros géneros, podendo parasitar
as hifas ou esclerédios produzidos nas sementes infectadas logo
apos o plantio. Mais do que uma simples interagdo entre antago-
nista e patdogeno, niveis crescentes de controle podem ser obtidos
com a selecao de antagonistas mais eficientes em termos de para-
sitismo e/ou producdo de metabdlitos como antibidticos e enzimas
que afetam o desenvolvimento de patégenos como S. sclerotio-
rum. O uso de agentes de controle bioldgico em sementes também
deve ser validado por meio de testes de praticabilidade e eficacia
agrondmica, e passar pelos tramites legais para seu registro. Ten-
do cumprido estas exigéncias, este método pode promover outros
beneficios além do controle de S. sclerotiorum nas sementes, como
a protecdo a doencas radiculares e aumento do crescimento de
plantas, com reflexos positivos na produtividade das culturas.

Comparando-se com os resultados da Tabela 1, observa-se que
apesar de toda a importancia dada ao mofo branco atualmente, S.
sclerotiorum aparentemente nao é o patégeno que recebe maiores
atengdes por parte da pesquisa no Brasil. Possivelmente, isso se
da pelos problemas mais evidentes, causados por este patoge-
no, estarem atualmente em areas de culturas anuais (em especial
soja, feijao comum e algodao) onde, frequentemente ha dificulda-
des em se realizar ensaios consistentes, devido a dimensao das
areas afetadas.

Para o biocontrole de S. sclerotiorum, um elemento-chave para um
melhor parasitismo dos esclerédios € a distribuicdo adequada do
produto bioldgico sobre o solo, sob condi¢des ambientais ideais
para o desenvolvimento rapido do antagonista. A aplicagao via bar-
ra de pulverizagao ou agua de irrigagao € adequada para esse fim
por cobrir 100% da area infestada com o patégeno. Nao ha provas
de que o jato dirigido ou o tratamento de sementes sejam eficien-
tes para controlar S. sclerotiorum em todo um talhdo cultivado com
uma espécie anual, pois a area de contato do antagonista com o
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solo é muito pequena, apesar de relatos de disseminagao de até 4
m de distancia a partir do ponto de inoculagao, para T. atroviride.
(LONGA et al., 2009).

Parte da eficiéncia de isolados de Trichoderma spp. no controle
biolégico depende também da sua capacidade de adaptagdo ao
agroecossistema, do qual n&o sao originarios. Em cultivos sob agri-
cultura convencional, onde s3o utilizados diversos insumos sintéti-
COs, € necessario que o antagonista seja compativel com os diver-
sos ingredientes aplicados no solo, com herbicidas e inseticidas em
suas dosagens recomendadas, e ainda, com a prépria planta, pois
nem sempre os beneficios de promocao do crescimento de plantas
sao observados (TUCCI et al., 2011). Neste caso, € essencial que
0s antagonistas sejam compativeis com inseticidas também adi-
cionados ao tratamento de semente. Os antagonistas podem ser
aplicados diretamente ao solo para a redug¢ao do indculo inicial dos
patégenos. O momento e a forma de aplicagdo variam de acordo
com o patégeno a ser controlado. Para podriddes radiculares ou
causadores de murchas, agentes de controle biolégico podem ser
aplicados em jato dirigido ao sulco de plantio, na semeadura, para
o biocontrole de Fusarium solani e F. oxysporum. Ambas as espé-
cies sao fungos habitantes do solo muito conhecidos por poderem
abrigar formas patogénicas causadoras de doencas radiculares
em culturas anuais e perenes. O aumento da densidade de indcu-
lo das formas patogénicas destas espécies se da pela frequéncia
dos plantios de suas hospedeiras suscetiveis e pelas condicoes
ambientais encontradas nas lavouras. Esta adaptacéo a diversos
ambientes mais a agressividade tornam as formae especialis pato-
génicas fatores limitantes a produtividade, ainda que também pos-
sam ser controladas por antagonistas (DUBEY et al., 2007).

De modo geral, a reducao inicial de patdgenos nos niveis ja obtidos
com o controle bioldgico ndo dispensa o produtor de outras formas
de controle, como o uso de palhada, adicdo de matéria organica,
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rotacdes de cultura, sistemas de plantio, escolha de cultivares, pois,
no caso de S. sclerotiorum, mesmo poucos esclerédios restantes
no solo sao capazes de promover epidemias do mofo branco. Estas
e outras praticas, além de incentivarem o desenvolvimento de po-
pulagdes endémicas de antagonistas, podem também formar o am-
biente necessario a agao de microrganismos introduzidos no siste-
ma de plantio para o controle de patégenos de solo. Neste sentido,
muitas praticas culturais, por afetarem o componente biolégico no
solo, podem contribuir para o manejo destas doencgas, reduzindo o
potencial de indculo para as culturas subsequentes (ABAWI; WID-
MER, 2000).

Conclusao: passos mais largos a cada ano

O manejo de areas infestadas com S. sclerotiorum por meio de
formacao de palhada pode ser considerado como premissa basica
para a utilizagao do controle biolégico em grandes culturas, ja que
a eficiéncia do biocontrole tem relagao direta com o ambiente onde
0s antagonistas sdo aplicados.

A adocéo do controle biolégico de doengas cresce 10-15% anual-
mente e, no Brasil, sua ado¢gao em maior escala passa pelo registro
no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento de bioprodu-
tos, e ensaios em rede que atestem a estabilidade de resultados,
isto é, a eficacia semelhante de produtos e tratamentos aplicados
em diferentes regides do Brasil. As préprias instituigbes de pesqui-
sa, ensino e industrias podem se beneficiar deste amadurecimen-
to ao padronizar procedimentos e métodos de analises de dados,
que por sua vez possibilitam meta-andlises (NGUGI et al., 2011)
resultando em uma compreensao mais ampla dos beneficios e li-
mitagdes do biocontrole praticado no Brasil. Os incentivos, como
as demandas por tecnologias que viabilizem a agricultura de baixo
carbono no pais estao disponiveis.
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Estudos como o uso de dois diferentes antagonistas no controle
de doencas e as possibilidades de melhoramento genético para a
simbiose mostram que o potencial do controle biolégico esta longe
de ser esgotado (MARTINEZ-MEDINA et al., 2011; MEYER et al.,
2010), lembrando-se do seu potencial como promotor do cresci-
mento de plantas, capaz de proporcionar aumentos em produtivida-
de com mais de 800 kg ha' na cultura do milho (HARMAN, 2011).

Além destes estudos, faltam no Brasil informagdes de estudos siste-
matizados que demonstrem seus efeitos em médio e longo prazos,
seu comportamento em ambientes distintos como solos de diferen-
tes texturas, niveis de fertilidade e de salinidade do solo, e em areas
produtivas com diferentes microclimas e gradientes de fertilidade.

Sem duvida, o conhecimento a ser adquirido parte da diversidade
genética dos diferentes fungos e bactérias adaptados para o con-
trole biolégico. Por este motivo, é essencial a organizagao e explo-
racao de coleg¢des de culturas, onde seu potencial de antagonismo
ao patdgeno, simbiose com as espécies de interesse, mecanismos
bioquimicos e adaptagdo as condi¢gdes de multiplicagcdo massal
pela industria de antagonistas possam resultar em maior seguran-
¢a a produgao agricola no Brasil e na producdo de alimentos mais
saudaveis.
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Capitulo 6

Quorum-Quenching: uma Nova Perspectiva
de Controle Biolégico de Bacterioses de
Plantas

Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira e Miriam Fumiko Fujinawa

Introducgao

Os critérios de selegcao de agentes de biocontrole de bacterioses
de plantas normalmente tém levado em consideragdo ensaios que
permitam detectar o envolvimento da antibiose, competicédo e indu-
¢ao de resisténcia como modos de agao.

Entretanto, a medida que os estudos relacionados a ecologia mi-
crobiana avangam, novos mecanismos que tenham relagcdo com
a capacidade de biocontrole sao descobertos, aumentando-se as
opcdes de critérios a serem explorados na obtencdo de antago-
nistas.

Uma nova perspectiva que vem sendo considerada promissora
na selegdo de agentes de controle biolégico de bacterioses de
plantas é a busca por organismos capazes de degradar moléculas
responsaveis pela comunicacgao entre células bacterianas, evento
esse conhecido como quorum-quenching. Detalhes deste meca-
nismo e sua perspectiva de aplicagado no controle biolégico serao
abordados neste capitulo.
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Quorum-sensing

O evento conhecido como quorum-sensing foi descoberto por Ne-
alson e Hastings (1979), a partir de estudos conduzidos com Vibrio
fischeri, uma bactéria proveniente de habitat marinho que exer-
ce papel importante em associagcdo com um molusco da espécie
Euprymna scolopes.

De habito noturno, esta espécie de lula tem como atributo anular
sua silhueta sob a luz do luar por meio da bioluminescéncia, que
Ihe confere uma vantagem ecoldgica, por reduzir as chances de ser
detectada por predadores (McFALL-NGAI, 2008b; RUBY, 1996).

Entretanto, E. scolopes n&o é capaz de desencadear a biolumi-
nescéncia per si, mas sim quando esta associada simbioticamente
com a bactéria V. fischeri, capaz de produzir luciferase, uma enzi-
ma que catalisa reagdes bioldgicas transformando energia quimica
em energia luminosa. Esta bactéria coloniza a superficie das cé-
lulas epiteliais de um 6rgao especifico e rico em nutrientes sendo,
portanto, responsavel por este fenbmeno (McFALL-NGAI, 2008a;
WATERS; BESSLER, 2005).

Apesar dessa associagao entre dois organismos parecer somente
mais um fato curioso na biologia, a bioluminescéncia trouxe gran-
des avangos na compreensao de como bactérias interagem entre
si, comportando-se coordenadamente e adquirindo um comporta-
mento coletivo. Isto ocorreu devido a descoberta de que a produgao
de luciferase é dependente da expressao de genes especificos que
ocorre somente quando a populagao de V. fischeri atinge determi-
nada densidade de células, o que levou a formulacdo do modelo de
auto-indugdo em comunidades bacterianas (NG; BASSLER, 2009).

Nesse modelo, a producdo de uma determinada molécula s6 é
desencadeada simultaneamente por todas as células bacterianas
quando todos os individuos “percebessem” que sua populagao atin-
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giu uma determinada densidade. Devido a este fator condicionante,
a auto-indugao bacteriana foi denominada “quorum-sensing”, termo
proposto por Fuqua et al. (1994). Em consequéncia da descoberta
de como ocorre a auto-inducdo em V. fischeri, a partir da década
de 90 houve um grande crescimento no numero de trabalhos envol-
vendo este tema, em diferentes areas da bacteriologia, verificando-
-se que o fendbmeno é comum para diversas bactérias (WILLIAMS
et al., 2007), incluindo-se as fitopatogénicas.

Processo de auto-inducao

A sincronia do desencadeamento da expressao génica de células
bacterianas individuais, em resposta a mudangas na densidade de
células é dependente do acumulo de moléculas especificas que
sinalizam quando a comunidade bacteriana atinge determinada
densidade.

Em bactérias Gram-negativas da classe Proteobacteria, esta sinali-
zacao é promovida principalmente por autoindutores ou feroménios
bacterianos (JONES et al., 1993) pertencentes as Acil homoserina
lactonas (AHLs), cuja composi¢cao molecular é constituida por anéis
de homoserina lactona acompanhados de uma cadeia acil lateral,
que contém de 4 a 18 atomos de carbono (Di CAGNO et al., 2011;
FUQUA et al., 2001).

Cada célula bacteriana normalmente sintetiza moléculas de AHLs,
que sao rapidamente removidas da célula por difusdo. Com o au-
mento da comunidade bacteriana, a concentracao de AHL no meio
se eleva, atingindo um nivel critico que faz com que a concentra-
¢ao deste auto-indutor aumente no interior da célula. Em segui-
da, a AHL interage com o fator de transcricdo (homdlogo ao gene
responsavel pela luminescéncia em V. fischeri) que, por sua vez,
modula a expresséo de genes que sao expressos somente quando
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a comunidade bacteriana atinja uma densidade minima (FUQUA et
al., 2001), ou seja, quando se atinge um quorum minimo de células
bacterianas para o desencadeamento de um evento.

De modo geral, duas proteinas sao essenciais para o controle da
auto-indugéo e seguem o mesmo modelo descrito para V. fischeri.
Para esta bactéria, Luxl tem papel fundamental na sintese de AHL,
enquanto LuxR é um receptor citoplasmatico da molécula autoin-
dutora de AHL e ativador do fator de transcricdo responsavel pela
sintese de luciferase. Em uma situacdo em que ndo ha moléculas
de AHL, a proteina LuxR é instavel e rapidamente degradada.

Da mesma forma, bactérias Gram-negativas fitopatogénicas tém
genes que codificam para proteinas homodlogas a Luxl e LuxR e,
portanto, responsaveis pelo quorum-sensing. Em Agrobacterium
tumefaciens, por exemplo, este papel € desempenhado pelas pro-
teinas Tral e TraR, enquanto em Pantoea stewartii, as proteinas
envolvidas sao Esal e EsaR (NG; BASSLER, 2009). Entretanto,
a utilizacdo de moléculas de AHL como sinalizadoras de auto-in-
ducgédo, apesar de ser reportado para mais de 70 espécies bacte-
rianas (WILLIAMS et al., 2007), incluindo as pertencentes aos gé-
neros Pectobacterium, Pantoea, Pseudomonas e Agrobacterium
(QUINONES et al., 2005), ndo € um modelo universal.

Espécies do género Xanthomonas, por exemplo, apesar de por-
tarem o gene capaz de promover o reconhecimento de AHLs, n&o
sao capazes de produzir tais moléculas, postulando-se que a fun-
¢ao associada a este gene seria de sinalizagao inter-reinos ou da
percepcao da presenga de comunidades de bactérias de diferentes
géneros no nicho em que habitam (FERLUGA et al., 2007).

Porém, de forma analoga, tem sido verificado que para algumas
espécies de Xanthomonas, o quorum-sensing envolve o acido cis-
-11-metil-2-dodecendico (DSF) como auto-indutor, reportado como
necessario para regulacédo da viruléncia, motilidade, producéo de
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toxinas, dispersdo do biofilme e produgdo de exopolissacarideos

(BODMAN et al., 2003; ZHAO et al., 2011). Por outro lado, bacté-
rias Gram-positivas utilizam peptideos como auto-indutores que ne-
cessitam de transportadores trans-membrana especificos para se-
rem secretados da célula. Porém, a maior diferenca entre o sistema
de quorum-sensing de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
€ a localizacéo dos receptores. Enquanto na primeira o receptor é
citoplasmatico, na segunda se localiza na membrana celular (NG;
BASSLER, 2009).

Importancia do quorum-sensing para as bactérias fitopa-
togénicas

A auto-inducdo é um atributo que evoluiu para que as bactérias
respondam coletivamente a estimulos ambientais, incluindo a pre-
senca de hospedeiros e competidores, o que faz com que tenha
grande importancia no processo infeccioso de diversas bactérias
fitopatogénicas.

Neste sentido, genes que codificam para fatores de viruléncia como
proteases, celulases, pectinases, proteinas Hrp sé sao expressos
quando a populagao bacteriana encontra-se em alta densidade, o
que aumenta as chances de suplantarem os mecanismos que con-
ferem resisténcia as plantas (JONES et al., 1993; PIERSON Il et
al., 1998). Da mesma forma, a capacidade de competir com outros
organismos também é regulada por este mecanismo ja que a pro-
ducdo de moléculas como antibidticos e sideréforos sdo também
dependentes do quorum (WILLIAMS et al., 2007).

Um dos modelos mais conhecidos da importancia do papel da au-
to-indugdo no processo de patogénese em fitobactérias é descrito
para membros do género Pectobacterium (anteriormente classifi-
cadas no género Erwinia). Considera-se que estas bactérias tém
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duas fases durante o seu ciclo infectivo: uma denominada passiva
e pré-quorum, no qual a bactéria se multiplica, mas nao causa ma-
ceracgao de tecido, e outra agressiva e pés-quorum em que ocorre
a sintese coordenada de exoenzimas e outros produtos, incluindo
o antibiotico carbapenem (BYERS et al., 2002).

O papel das exoenzimas é o de degradar a parede celular vege-
tal, causando maceracéo de tecidos, sendo estas importantes no
processo de patogénese (CHATTERJEE, 1995; MATSUMOTO et
al., 2003; MOLINA et al., 2005), pois se sabe que a redugao na ca-
pacidade de producao de pectinases faz com que a bactéria tenha
a sua viruléncia significantemente reduzida (HYYTIAINEN et al.,
2001). Ja o carbapenem tem como principal fung¢ao inibir a coloni-
zacao do sitio de infecgdo por bactérias saprofiticas (AXELROOD
et al., 1988; McGOWAN et al., 1997).

A sintese destas enzimas e do carbapenem esta diretamente ligada
ao quorum-sensing, cuja molécula sinalizadora é uma AHL e, por-
tanto, a auto-inducao é fator crucial para o processo de patogénese
desta bactéria (CHARKOWSKI, 2009).

Em Agrobacterium, o quorum-sensing esta envolvido no controle
da transferéncia por conjugagao, do plasmideo responsavel pela
tumorogénese (plasmideo Ti) para estirpes de Agrobacterium que
nao possuem o plasmideo, porém que coabitam o tumor.

Para Ralstonia, o quorum-sensing resulta no aumento da produ-
¢ao de exopolissacarideos e exoenzimas, além do decréscimo da
motilidade das células e da sintese de sideroforos. Considera-se
que esses atributos sdo determinantes para a transigao do estado
saprofitico em solo para a atuagdo como fitopatdgeno.

Maiores detalhes e outros exemplos da importancia do quorum-
-sensing para bactérias fitopatogénicas podem ser consultados em
Bodman et al. (2003).



Defensivos agricolas naturais: uso e perspectivas

Quorum-quenching como mecanismo de controle biolé-
gico de fitobacterioses

Entende-se como quorum-quenching a habilidade de interromper a
comunicagao decorrente do aumento da densidade do numero de
células bacterianas, ou seja, ndao permitir que as moléculas de AHL
atinjam a concentracao requerida para o desencadeamento da res-
posta de auto-indugdo ou quorum-sensing. O quorum-quenching é
um importante mecanismo de competicado entre bactérias, podendo
conferir vantagem de uma determinada espécie sobre outra. Des-
ta forma, a elucidacdo de como esta interrupcéo de sinais ocorre,
pode ajudar no desenvolvimento de novas estratégias no controle
de bactérias patogénicas (RASMUSSEN; GIVSKOV, 2006).

A principal vantagem do quorum-quenching sobre o uso de antibi6-
ticos no controle de bacterioses € de uma menor presséo de sele-
¢ao de estirpes que suplantem os mecanismos de inibicdo. Consi-
dera-se, portanto, nulo ou pequeno, os riscos de haver selecao de
estirpes bacterianas resistentes ao quorum-quenching (DEFOIRDT
et al., 2010)

Como vimos anteriormente, interrupgdes na cadeia de sinais que
fagam com que uma comunidade bacteriana n&o entre em quorum-
-sensing, interfere diretamente na viruléncia de algumas fitobacté-
rias em que este evento é conhecido.

Alguns trabalhos apontam quais linhas de pesquisa vém sendo
conduzidas visando a utilizagdo pratica do quorum-quenching no
controle de doencas bacterianas.

Um exemplo que podemos citar € o uso de plantas medicinais, tra-
dicionalmente usadas na medicina chinesa. Koh e Tham (2011)
mostraram que extratos obtidos das seguintes plantas: Prunus ar-
meniaca, Prunella vulgaris, Nelumbo nucifera, Panax notoginseng,
Punica granatum, Areca catechu e Imperata cylindrica, s&o capazes
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de degradarem a molécula de AHL. Esse resultado é um indicativo
de que a interferéncia no sinal de auto-indugdo € um mecanismo
que pode ser investigado em trabalhos que usem extratos de plan-
tas para o controle de fitobacterioses.

Outra linha envolve a utilizacdo de espécies bacterianas portadoras
de genes que codificam enzimas capazes de degradar as molécu-
las de AHL (D’ANGELO-PICARD et al., 2005; DONG et al., 2000;
UROZ et al., 2009).

Neste sentido, Molina et al. (2003) realizaram um trabalho utilizan-
do mutantes de Pseudomonas fluorescens P3/pME6863 contendo
0 gene aiiA de Bacillus sp. A24. Este gene é responsavel pela co-
dificagao de uma lactonase e, portanto, capaz de degradar a molé-
cula de AHL (DONG et al., 2001), fazendo com que a auto-indugao
nao seja desencadeada.

Ao realizar testes com plantas de tomate e tubérculos de batata,
esse mutante adquiriu a capacidade de promover significativamen-
te a reducdo da massa de galhas incitadas por A. tumefaciens em
tomateiro e na area degradada nos tubérculos por P. carotovorum.
O sucesso em controlar ambas as doencas deve-se a molécula de
AHL ser um auto-indutor comum as duas espécies bacterianas.

Outros exemplos de linhas de pesquisa envolvendo quorum-quen-
ching incluem a selecao de bactérias selvagens (CHRISTIAEN et
al., 2011; MOROHOSHI et al., 2009) e fungos (UROZ; HEINONSA-
LO, 2008) capazes de produzir constitutivamente moléculas que
degradam AHL, além de plantas transgénicas que secretam lacto-
nases (D’ANGELO-PICARD et al., 2011).

Outro aspecto que se deve destacar € que fatores abidticos também
sdo capazes de promoverem a degradagdo de moléculas de AHL.
Neste sentido, Byers et al. (2002) demonstraram que a molécula
sinalizadora N-(3-oxohexanoil)-I-homoserina lactona, produzida por
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Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum se torna instavel
e é degradada quando o pH do meio se encontra na faixa entre 7 e
8. Ou seja, estratégias que permitam a manutencgéo do pH no sitio
de infec¢do dentro deste intervalo podem auxiliar no controle de
podriddes-moles causadas por este patdgeno.

Consideracgoes finais

Embora o quorum-quenching seja um meio promissor de controle
bioldgico de bacterioses de plantas, algumas limitagdes devem ser
levadas em consideragado devido ao fato de outras bactérias, res-
ponsaveis por exercerem o biocontrole, terem, também, algumas
fungdes reguladas pelo evento da auto-indugéo.

Podemos citar como exemplo algumas estirpes fluorescentes do
género Pseudomonas. Uma das caracteristicas principais que con-
ferem a capacidade de biocontrole a essas bactérias € a produgao
de fenazinas, com atividade inibitéria a bactérias e fungos, cuja
sintese é dependente de moléculas de AHL (HAAS; KEEL, 2003;
MAVRODI et al., 2006).

Portanto, o uso de meios que promovam a degradagdo dessas
moléculas, podendo reduzir sensivelmente o biocontrole natural
exercido por bactérias cujos mecanismos de controle de doencas
sejam dependentes do quorum-sensing, tem gerado discussao no
meio cientifico (O’ ANGELO-PICARD et al., 2011). Mais uma vez, a
complexidade das interacbes que interferem nos mecanismos res-
ponsaveis pelo controle bioldgico se mostra presente.
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Capitulo 7

Inducao de Resisténcia em Plantas:
Modos de Acao e Estudos de Caso

Flavio H. V. Medeiros, Fernanda C. L. Medeiros, Mario L. V.
Resende, Paul W. Pare, Ricardo M. Souza e Henrique M.
Ferro

Introducgao

Com uma grande quantidade de doengas afetando as plantas, ha
de se supor que as doengas de plantas s&o regra. Plantas como o
tomate podem ser infectadas por, pelo menos, trinta diferentes pa-
tégenos, nao raro observando-se a ocorréncia de mais de uma do-
enca simultaneamente em uma mesma planta. No entanto, a regra
€ aresisténcia e nao a suscetibilidade (AGRIOS, 2005), pois muitos
patégenos que infectam tomate nao infectam plantas pertencentes
a outras familias boténicas e vice-versa (KIMATI et al., 2005).

Tratando-se de resisténcia, os primeiros artefatos que a planta de-
senvolveu para conter a penetragdo do patégeno foram as barrei-
ras estruturais pré-formadas, como o depésito de lignina na parede
celular. Ha ainda barreiras quimicas que se encontram presentes
na planta antes da penetragcao do patégeno como as glucanases
e quitinases constitutivas. No entanto, os patdogenos co-evoluiram
com as plantas resistentes e desta selegdo natural resultaram mi-
crorganismos com mecanismos de superacao das barreiras fisicas
e quimicas pré-formadas. Por outro lado, nesta interacdo susceti-
vel, foram selecionadas plantas que também desenvolveram me-
canismos de resisténcia pds-formados, ou seja, formados apés a
infeccao pelo patégeno ou simplesmente pelo contato com a célula
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vegetal. Este mecanismo de resisténcia € chamado de imunidade
inata e envolve tanto o aumento das barreiras pré-formadas, e/ou
quanto a sintese de novas moléculas (JONES; DANGL, 2006).

A imunidade inata de plantas pode ser dividida em interagdo gene
a gene e resposta a padroes moleculares associados a microbios
(sigla em inglés MAMP). Ambas diferem na forma de percep¢ao do
sinal, na velocidade e na intensidade de respostas, mas em muito
se assemelham em relagao as respostas de defesa.

Na interacdo gene a gene, um receptor do tipo nucleotide-binding
leucine rich repeat (NB-LRR), interno a célula, reconhece uma mo-
lécula efetora do patégeno, o que desencadeia uma rapida trans-
ducédo de sinal, transcricdo de genes e tradugéo a proteinas com
atividades especificas contra o patégeno alvo e, via de regra, culmi-
na com a morte das células no sitio de infec¢ao. Na interagdo gene
a gene a planta fica protegida contra o patégeno desafiante, mas
as respostas produzidas nao protegerao a planta contra infecgao
por outros patégenos. Neste capitulo ndo abordaremos este tipo
de resposta de defesa. Para maiores detalhes sobre este padrao
de resposta, pode-se consultar a revisdo de Jones e Dangl (2006).

Na resposta a MAMPs, receptores transmembranicos, denomi-
nados receptores de reconhecimento de padrdes, respondem de
forma semelhante ao anterior ou de forma mais lenta e de menor
intensidade, geralmente ndo culmina com a morte celular e, ndo
raro, a resposta é de amplo espectro, ou seja, uma vez ativada a
resposta ela & capaz de controlar patdgenos de diferentes grupos,
insetos e pode inclusive aumentar a tolerancia ao estresse abiético.

O caminho para a indugcao de resisténcia se inicia pela percepgao
do sinal ou molécula eliciadora. Logo em seguida, € desencadeada
a transducgéo do sinal no citoplasma até atingir o nucleo e é induzi-
da a transcrigédo ou repressao de genes imbuidos na resisténcia da
planta a estresses.
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Neste capitulo serdo abordadas as caracteristicas da indugao de
resisténcia na tolerancia a estresses bidticos e abidticos, as molé-
culas indutoras e os produtos desenvolvidos a base de microrganis-
mos vivos ou extratos vegetais e os desafios a serem superados no
uso destes produtos no manejo de doengas de plantas.

Existe sistema imunolégico em plantas?

Diferentemente dos animais, as plantas ndo possuem um sistema
imunolégico propriamente dito, mas ha algumas semelhangas entre
ambas as respostas, conforme resumido na Tabela 1. Hoje, muitos
produtos comerciais sdo constituidos de MAMPs e, erroneamente,
é feita a analogia com uma vacina usada em animais. A diferenga
marcante mostrada é que a vacina usada em animais nao requer
reaplicagdes em curto espaco de tempo, o que deve ser feito em
plantas para manutencdo da ativagdo das respostas de defesa e
manejo dos estresses bidticos e/ou abidticos em questéo.

Tabela 1. Semelhancgas nas respostas a patdégenos entre animais e plantas

Caracteristica Animais Plantas

Reconhece Sim

Responde Sim

Relembra Sim N&o

Células especializadas na Sim Né&o. Toda célula vegetal viva potencialmente
resposta responde ao estimulo

Adaptado de Nurnberger et al. (2004)

Quais sao essas moléculas que podem induzir respostas
de defesa em plantas?

As MAMPs podem ser de diversas naturezas, como constituintes
estruturais dos microrganismos ou moléculas por eles produzidas,
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recentemente revisado por Resende et al. (2010). Os constituintes
estruturais de microrganismos capazes de ativar as respostas imu-
nes em plantas sdo flagelos encontrados em bactérias moéveis (RA-
MOS et al., 2004); lipopolissacarideo (ZEIDLER et al., 2004), com-
ponente da parede celular de bactérias gram-negativas e quitina,
molécula constituinte da parede celular de fungos (IRITI, FAORO,
2009). Ha moléculas que tém fungbes primarias no metabolismo
microbiano, mas que também sao reconhecidas pelo vegetal como
MAMPs. Alguns exemplos destas moléculas sdo as proteinas de
choque térmico frio (cold shock protein), com fungéo de chaperona;
ou o fator de elongagédo Tu que participa da sintese de proteinas
em bactérias. Outras moléculas sao frutos do metabolismo secun-
dario do microrganismo e tém funcao antibiética, mas também pode
ser reconhecida como MAMP pelo vegetal. O lipopeptideo fengici-
na (ONGENA et al., 2010) e o glicolipideo rhamnolpideo, um po-
tente biosurfactante (VARNIER et al., 2009), ambos produzidos por
bactérias, possuem a capacidade de inibir o crescimento de outros
microrganismos, mas também sao capazes de ativar genes de de-
fesa da planta.

Surpreendentemente, a planta também possui “autoindutores”
como horménios e constituintes estruturais. Quando horménios
vegetais, como acido salicilico ou acido jasmonico sao aplicados
exogenamente é observada a ativacdo de genes de defesa (PAS-
CHOLATI et al., 2010). O acido salicilico foi, inclusive, usado como
molde para a sintese do benzothiadiazole, uma molécula sintética,
parte do produto comercial Bion (Syngenta), que dispara respostas
de defesa da planta (CASTRO, 2010). Outros constituintes vege-
tais como os oligogalacturonideos também sao reconhecidos por
receptores especificos no vegetal. Os galacturonideos sdo cons-
tituintes estruturais da parede celular vegetal e séo liberados pela
acao de poligalacturonases produzidas por fitopatégenos (RESEN-
DE et al., 2010). Esta molécula indutora de resisténcia, derivada do
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hospedeiro, € denominada de padréo molecular associada ao dano
(em inglés damage associated molecular pattern DAMP).

A importancia da determinagao da MAMP

A determinagdo de moléculas eliciadoras e os receptores que as
reconhecem ainda € um campo vasto para a pesquisa e sua de-
terminacao é importante para o controle de qualidade de produtos
que tenham estas moléculas como principio ativo. Em geral, a des-
coberta de novos eliciadores ocorre a partir de moléculas presen-
tes na natureza em compostos que tém a capacidade de induzir
resisténcia. O acibenzolar-S-metil, por exemplo, € uma molécula
sintética analoga ao acido salicilico, um horménio vegetal que par-
ticipa da sinalizagdo secundaria que culmina com a ativagado de
genes envolvidos na defesa. Em alguns casos, o composto natural
que induz a resisténcia pode conter mais de uma molécula elicia-
dora. Essa é uma caracteristica que pode garantir sua eficiéncia
de controle de doencas em diferentes hospedeiros, tendo em vista
que nem todas as plantas possuem os mesmos receptores capa-
zes de reconhecer as MAMPs, conforme revisado por Resende et
al. (2010).

Dentre as respostas induzidas, pode ocorrer o acumulo de espé-
cies reativas de oxigénio, proteinas com fungdao metabdlica ou com
atividade antimicrobiana direta e a formacao de barreiras fisicas.

As func¢des metabdlicas com atividade aumentada séo, principal-
mente, fatores de transcricdo, receptores, proteinas envolvidas na
transducado de sinal e enzimas como a fenilalanina amonia liase
que inicia uma rota metabdlica que participa da sintese de fitoalexi-
nas que tém atividade antimicrobiana e lignina que reforca a parede
celular. Por outro lado, é importante mencionar que nem sempre o
fendtipo desejado de defesa é fruto da super-expressao de genes,



Defensivos agricolas naturais: uso e perspectivas

mas pode advir de sua sub-expressao, ou seja, redugéo na trans-
cricdo daqueles genes especificos. Por exemplo, reduzindo a trans-
cricdo de genes envolvidos na sintese de lignina em alfafa como
hydroxycinnamoyl CoA: shikimate hydroxycinnamoyl transferase
(HCT), a planta acumula flavonoides com atividade antimicrobiana
bem como melhor digestibilidade por ruminantes (GALLEGO-GI-
RALDO et al., 2011).

Eventos da inducgao de resisténcia
Acumulo de espécies reativas de oxigénio

Um dos eventos marcantes da resposta imune de plantas é a
explosao oxidativa. Em suma, o processo envolve o acumulo rapido
e transitério de grandes quantidades de espécies ativas de oxigénio
(EAQ). Ela ocorre na interacao de resisténcia do tipo gene a gene,
mas foi assinalada também como resultado da acdo de MAMPs
(JONES; DANGL, 2006). As EAOs tém trés papeis principais:

» destruir a célula infectada pelo patégeno, confinando-o ao sitio
de infecgao;

» inibir o crescimento de microrganismos que ndao possuem enzi-
ma de catalise destas moléculas toxicas; e

» Ser mensageiro secundario, atuando na ativagdo de respostas
de defesa e reforgo da parede celular.

Quando se trata de interagao gene a gene, os trés papéis das EAOs
sao reportados (BUCHANAN, 2000). Por outro lado, as EAOs pro-
duzidas na resisténcia imune, desencadeada por MAMPs, tém ape-
nas o papel de mensageiro secundario e sao funcionais tanto pela
nao persisténcia da MAMP no seu sitio de reconhecimento quanto
pela rapida producdo de enzimas de limpeza desses radicais, como
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as peroxidases fazendo, assim, com que se tenha uma homeosta-
se da quantidade de EAOs requerida para o efeito desejado. Este
acumulo de EAOs, em geral, ndo é o suficiente ou pelo menos nao
persiste o tempo necessario para causar a morte celular, confor-
me demonstrado para os estudos com surfactina (JOURDAN et al.,
2009).

Rotas de sinalizagdo em fungao da MAMP

Em resposta a uma MAMP a planta aumenta a sintese de um men-
sageiro secundario. Esse mensageiro € uma molécula que se liga
a fatores de transcricdo e ativam genes envolvidos na defesa ou
pode ser um unico atomo como € o caso do calcio. Em resposta ao
ataque de patdgenos, ditos biotréficos (como os agentes etioldgi-
cos de ferrugens e oidios) a planta acumula o acido salicilico e este,
por sua vez, ira se ligar a fatores de transcricdo que ativarao genes
envolvidos na defesa (como PR-1). Nesta rota de defesa, refere-
-se como indugdo de resisténcia adquirida (a sigla em inglés SAR)
(BOSTOCK, 2005). Por outro lado, patdgenos necrotroficos (como
os agentes etiolégicos do mofo branco ou cinzento), rizobactérias,
ferimentos ou insetos induzem a um acumulo de acido jasmoni-
co e/ou etileno seguido da ativacdo de genes de defesa diferentes
(como PDF1.2) daqueles observados para a SAR e esta rota de
defesa é denominada de ISR (GLAZEBROOK, 2005).

Apesar do modelo de respostas padrdes aos microrganismos com
modo de parasitismo particular serem relatados como o consenso
(MEDEIROS et al., 2011), ha excegdes a regra. Em pesquisas com
mutantes de Arabidopsis thaliana, seletivamente defectivos para a
producao de cada um dos mensageiros secundarios (etileno e os
acidos salicilico e jasménico), Bakker et al. (2010) demonstraram
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que ha isolados de rizobactérias que seguem o padrdao do modelo
de ISR, mas ha outras que seguem um padrao de SAR e, outras
ainda que ndo seguem nenhum dos padrbes, ou seja, a ativagao
de genes de defesa ndo envolve o acumulo de mensageiros secun-
darios conhecidos.

Outras situagcbes em que ndo se pode encontrar a rota
predominante de sinalizacao de respostas de defesa sdo quando
se usam eliciadores mistos, ou seja, contendo varias moléculas
eliciadoras distintas. Os extratos de plantas e o uso de mistura de
microrganismos na inducao de resisténcia sdo alguns exemplos.
Um extrato de folhas de café induz resisténcia em tomate contra
a mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria), mas a rota de
sinalizacdo nao envolve um padrido claro de associacdo com a
ISR ou SAR, sendo encontrados genes marcadores de ambas as
rotas de sinalizagdo como a ativagao de proteinas relacionadas a
patogénese (PR1 e glucanase), mas também a ativagao da PDF2.3
que codifica para a defensina, resposta tipica de ISR.

O pré-condicionamento ou priming

Na verdade, quando plantas s&o induzidas, elas podem ndo acumu-
lar niveis significativos de enzimas relacionadas a defesa, mas es-
tarem presentes uma vez que o patdgeno inicia a colonizacéo. Este
fendbmeno auséncia de resposta significativa antes e presenca apos
a presenca do patégeno é denominado de pré-condicionamento ou
priming como é referido em inglés (CONRATH et al., 2002).

Tanto microrganismos, quanto extratos e éleos vegetais podem in-
duzir o priming e isto representa um ganho metabdlito, pois ndo é
gasta energia para mobilizar as ferramentas bioquimicas de defesa
se 0 patdgeno eventualmente nao estiver presente (HULTEN et al.,
2006).
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Barreiras fisicas a infecgao

Como respostas a aplicagdo de um indutor de resisténcia, pode-se
induzir alteragdes fisicas na célula vegetal que contém o patégeno
e/ou evitar a sua penetragao. As principais barreiras fisicas estuda-
das como resposta as MAMPs sao depdésito de papila e lignificagao.
O assunto foi recentemente revisado por Tumelero et al. (2011). As
papilas sdo depdsitos de material heterogéneo entre a membrana
plasmatica e a parede celular no sitio de infecgdo, um destes ma-
teriais depositados ¢é a lignina. A lignificacdo dos tecidos é um pro-
cesso que ocorre naturalmente nas plantas para garantir rigidez ao
tecido, principalmente nas hastes. O processo também é uma linha
de defesa contra patdgenos e consiste no depdsito de polimeros
na parede celular e nas papilas. Sua composi¢cao predominante é
de fendlicos, originados da rota dos fenilpropandides. Uma vez de-
positado sobre a parede celular vegetal, aumenta sua resisténcia a
ruptura pelo apressoério fungico e reduz a agao de enzimas liticas
ou difusao de toxinas para o interior da célula.

Barreiras quimicas a infecgao

Conforme mencionado anteriormente, nas respostas a MAMPs, em
geral, as espécies reativas de oxigénio ndo culminam com a morte
celular nem participam ativamente das respostas de defesa direta
contra patdgenos. Todavia, diversas outras substancias produzidas
em resposta a inducado, também apresentam atividade direta so-
bre o patégeno. Existem, portanto, as respostas intrinsecamente
associadas a cada uma das rotas metabdlicas (ISR e SAR) bem
como aquelas comuns a ambas, como a rota dos fenilpropanoides
(flavonoides, taninos e fenois). E importante notar que as respostas
bioquimicas observadas ndo sdo apenas toxicas a fitopatdégenos
microbianos, mas também podem ter atividade sobre fitonematoi-
des, insetos e acaros (PIETERSE et al., 2004).
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Em relagao as pragas o beneficio pode advir do controle direto do
inseto ou acaro (acdo deterrente alimentar ou toxica). Os niveis
de alcaloides téxicos a Spodoptera frugiperda se elevam quando
Lolium perenne é tratado com Acremonium lolii, um fungo enddfito
(BULTMAN; GANEY, 1995). Por outro lado, a inducao de resistén-
cia pode advir dos menores niveis de atrativo alimentar como o
triterpenoide cucurbitacina em cucurbitaceas. Quando rizobactérias
foram usadas para o tratamento de sementes de pepino, foram ob-
servados menores niveis do atrativo, e nao preferéncia da plan-
ta pelos insetos Diabrotica undecimpunctata howardi e Acalymma
vittatum. Além do dano direto, esses insetos também sao vetores
de Erwinia tracheiphila que causa a murcha em pepino (Yao et al.
1996), uma bactéria quarentenaria no Brasil, e a ndo preferéncia
mediada pela rizobactéria pode reduzir também a transmissao de
um fitopatdgeno. Infelizmente, os estudos do efeito da indugcao de
resisténcia a pragas ainda séo recentes (KARBAN; KUC, 1999),
mas podem representar uma importante ferramenta no manejo in-
tegrado de pragas.

Inducgao de tolerdncia ao estresse hidrico

Uma das linhas recentemente exploradas na pesquisa em indu-
¢ao de resisténcia diz respeito a indugao de tolerancia a estresse
abiético. Tanto eliciadores bidticos como abiéticos podem induzir
essas alteragdes desejaveis em plantas (YANG et al., 2009). O me-
canismo pelo qual as plantas se tornam tolerantes ao estresse, e
a inter-relagao entre a inducao de resisténcia a estresse biotico e
tolerancia a abidticos, ainda precisam ser melhor pesquisados. Até
o0 momento, sabe-se que pelo menos duas MAMPs foram relatadas
como responsaveis por este beneficio, a cadaverina (CASSAN et
al., 2009) e o 2,3 butanediol (CHO et al., 2008).
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As respostas induzidas em plantas tratadas com MAMPs e descri-
tas até entado, envolvem o acumulo de osmoprotetores, como proli-
na (SANDHYA et al., 2010) ou colina (ZHANG et al., 2010) acompa-
nhado da reducéo no teor de acido abscisico e espécies reativas de
oxigénio. Em casos onde nao foi relatado o aumento de osmoprote-
tores, as respostas induzidas nas plantas foram redugao nos niveis
do acido abscisico e aumento da atividade de enzimas de detoxi-
ficagdo de espécies ativas de oxigénio como a catalase gluationa
redutase (CASSAN et al., 2009; KOHLER, 2008). Ao que parece, 0
acumulo de osmoprotetores € uma primeira linha de tolerancia e, se
superada ou ndo ativada, a planta tem a segunda linha de indugao
que é o acumulo de enzimas de detoxificacao e retardamento da
senescéncia mediada pelo acido abscisico.

Quando o controle observado é resultado de uma indu-
¢ao de resisténcia?

No inicio dos estudos do século XX, estabeleceram-se requisitos
para que se considere que o controle observado seja resultado de
uma inducao de resisténcia. Estas condi¢cdes foram listadas por
Steiner e Schoénbeck (1995): auséncia de efeito téxico do agente
indutor sobre o patdégeno, supressao da resisténcia induzida pela
exposicao prévia da planta a substancias que inibem a expressao
de genes do hospedeiro, necessidade de um intervalo de tempo en-
tre a exposigao da planta ao indutor e a expresséo da resisténcia,
nao haver efeito dose-resposta, inespecificidade da protegao, resis-
téncia local e sistémica, e dependéncia do genétipo da planta. Algu-
mas destas caracteristicas podem ser observadas na comparagao
entre duas rizobactérias selecionadas para o controle da mancha
angular (Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum), uma apre-
senta caracteristicas exclusivas de inducao de resisténcia e outra a
caracteristica de antibiose (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparagéo entre o controle da mancha angular do algodoeiro (Xantho-
monas axonopodis pv. malvacearum) mediado por uma rizobactéria pela indugéo
de resisténcia e por antibiose

Caracteristica Inducao de resisténcia Antibiose

(ISHIDA et al., 2008a) (ARYA; PARASHAR, 2002)
Tempo de resposta 7 dias 2 dias
Efeito dose-resposta N&o tem Controle proporcional a dose

Sim (siderdforos, acido hidrocinamico

Atividade direta Nao .
e reducéo de pH)

Atividade indireta Peroxidase e PAL N&o ativa respostas de defesa

Muitos desses critérios, na verdade, sdo mais caracteristicas que
condi¢des sine qua non da indugao de resisténcia de plantas. Ainda
sao requisitos para que se considere o controle observado como
resultado da inducdo de resisténcia: a ativagdo de genes marca-
dores destas respostas e a necessidade de um tempo para que se
observem as respostas.

Com as descobertas cientificas, desde 1995, pode-se observar que
ha eventos de indugao de resisténcia concomitantes a atividade di-
reta contra patégenos. Por exemplo, uma mesma rizobactéria pode
produzir tanto lipopeptideos com atividade direta (iturina), quanto
indireta (surfactina) contra patégenos ou até mesmo um lipopepti-
deo com ambas as atividades (fengicina), conforme demonstrado
por Ongena et al. (2010). Além do mais, a separagao espacial entre
o sitio de aplicacado do indutor e aquele de infecgdo nem sempre
ocorre. Quando rizobactérias sdo usadas para o controle do tomba-
mento causado por Rhizoctonia solani, ambos 0s microrganismos
podem colonizar o caule de plantas, mas genes da planta sao di-
ferencialmente expressos em plantas tratadas com a rizobactéria
em relagao a nao tratada, ambas inoculadas com o patégeno, em
um padrao de resposta caracteristico de resposta de defesa do tipo
ISR (MEDEIROS et al., 2011).
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Por outro lado, o efeito de auséncia de efeito dose-resposta é con-
troverso. Quando se testam doses crescentes de um determinado
indutor, tem-se efeito de controle crescente, até que se atinja uma
provavel saturagcao dos receptores da MAMP e um maximo poten-
cial de resposta do hospedeiro; desta dose em diante, n&o se tem
maior efeito de controle, pode-se inclusive ter efeito deletério so-
bre o desenvolvimento vegetal, o chamado custo metabdlico. Um
exemplo que ilustra bem esse padrao de resposta a doses crescen-
tes do eliciador foi observado por Mandal et al. (2008). O acibenzo-
lar-S-metil induziu resisténcia em fumo contra Tomato spotted wilt
virus a partir de 1 g i.a./7000 plantas. Concentragdes superiores
a esta levaram a um mesmo resultado com nenhuma leséo local
diagnéstica da infecgao, mas observou-se fitotoxicidade com doses
mais altas que esta, caracterizada por lesdes com centro esbran-
quicado, lesdo esta bem distinta daquela causada pelo virus que
tem centro amarronzado.

A dependéncia do hospedeiro continua sendo uma caracteristica
importante. Conforme mencionado anteriormente, para que haja
inducdo de resisténcia, ha necessidade de que a planta possua
o receptor para reconhecimento da MAMP em quest&o. Para uma
mesma MAMP, pode haver diferengas entre plantas hospedeiras e
até mesmo entre cultivares de uma mesma espécie. Em um experi-
mento onde foi observada em diferentes cultivares de tomate trata-
das com a dose recomendada de acibenzolar-S-metil, a expressao
do gene que codifica para uma PR-1, um marcador de SAR, foi mo-
nitorada ao longo do tempo (HERMAN et al., 2007). Ap6s uma pri-
meira aplicacéo, todas as cultivares tiveram um padréo semelhante
de resposta. Contudo, apdés uma segunda aplicagao, aos sete dias,
duas das cultivares, Supersonic e Rio Grande, tiveram expressao
maxima do gene, enquanto a terceira (Rutgers) apenas apresen-
tou sua maxima expressao dois dias apds aplicagao. Outra diferen-
¢a marcante entre as cultivares foi a abundancia de transcritos do
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gene. A cultivar Supersonic teve uma quantidade trés vezes maior
que a obtida para a cultivar Rutgers, que foi a segunda a apresen-
tar maior resposta entre as trés cultivares testadas. Outro aspecto
importante a ser considerado é a duragao da resposta. Aos 10 dias
apo6s o tratamento, as trés cultivares produziram uma abundancia
de transcritos semelhante, mas todas com curva decrescente, de-
notando, talvez, uma necessidade de reaplicagao do produto.

A dindmica da indugao de resisténcia mediada pelo uso de micror-
ganismos é ainda mais complexa. Na realidade o que vai ser re-
conhecido também é uma MAMP, que pode ser um metabdlito por
ele produzido ou até mesmo um de seus constituintes estruturais
como a flagelina. A grande diferenga do uso de um microrganismo
vivo e de uma molécula ou pool de moléculas eliciadoras (como por
exemplo, um extrato vegetal) € que para o microrganismo induzir
resisténcia em plantas é necessario ndo apenas da presenca do
receptor especifico a(s) MAMP (s), mas também da interacao de
colonizagao compativel, ou seja, o microrganismo tem que possuir
a capacidade de se multiplicar usando os nutrientes liberados pela
planta ou acumulados sobre ela para exercer o beneficio de indu-
¢ao de resisténcia. A grande vantagem é que, uma vez compativel,
pode nao ser necessaria a reaplicagdo do microrganismo, diferen-
temente do observado para extratos de plantas.

Com esta preocupacédo, Nihorimbere et al. (2009) testaram dife-
rentes fontes de nutrientes para a producao in vitro de surfactina.
O aspartame e o glutamato foram aqueles que induziram uma pro-
ducédo da MAMP em quantidade semelhante aquele obtido em bac-
térias crescidas em exsudato radicular de tomate. Provavelmente,
os exsudatos de tomate contém estes nutrientes que nao apenas
suportam o crescimento da rizobactéria, como também estimulam a
producao de surfactina. Portanto, pelo conhecimento de moléculas
indispensaveis ao crescimento e colonizacdo de raizes, pode-se
ter os marcadores da eficiéncia de biocontrole do microrganismo
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em diferentes plantas e diferentes periodos de desenvolvimento do
microrganismo, pela simples analise quantitativa da presenca do(s)
nutriente(s) em questdo no exsudato radicular da planta.

Em relagao a sistemicidade e amplo espectro da resposta, em ge-
ral, ocorrem na inducao de resisténcia, mas deve-se considerar que
ha exce¢des para ambos as caracteristicas. Um extrato da planta
Reynoutria sachalinensis, denominado comercialmente de Milsana,
induz o acumulo de fendlicos em pepino e protege plantas contra o
oidio (Podosphaera xanthii) (DAAYF et al., 1997), mas esta indugao
de resisténcia é local e ndo sistémica, nem envolve o acumulo da
quitinase conforme evidenciado mais tarde por Wurms et al. (1999).

Na selecdo de rizobactérias com capacidade de indugao de resis-
téncia contra a mancha angular do algodoeiro, Ishida et al. (2008b)
obtiveram resultados que Bacillus cereus L2-1 reduzia a severidade
da doenga em até 40%. No entanto, o isolado obtido n&o foi capaz
de controlar a ramulose (Colletotrichum gleosporioides var. cepha-
losporioides) ou a murcha de verticilio (Verticillium dahliae), uma
evidéncia da seletividade da resposta de indugédo de resisténcia
mediada pela rizobactéria.

Qual a importancia de se determinar se o mecanismo de
acao é a indugao de resisténcia?

Um defensivo agricola natural a base de um microrganismo vivo,
extrato ou 6leo vegetal, pode ter atividade direta ou indireta contra
fitopatdbgenos ou pragas. Em quaisquer dos casos, o uso do produ-
to deve ser sempre feito preventivamente, pois altas pressdes de
inéculo do patégeno podem nao surtir o efeito de controle deseja-
vel. Todavia, é importante determinar se 0 mecanismo é direto ou
indireto. No caso de mecanismo indireto, o principal € a inducéo
de resisténcia. Algumas diferengas entre os dois mecanismos de
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acao mais comuns foram apresentados na Tabela 2 e denotam a
importancia de se determinar se o controle observado ¢é atribuido a
indugdo de resisténcia.

Uma vez que se sabe que se trata de indugdo de resisténcia, ha
implicagdes acerca do intervalo de aplicagéo, cuidados na dose a
ser aplicada e espectro de acao, aspectos estes bem diferentes da
antibiose. Portanto, a determinagdo do mecanismo de agao tem
implicagao direta sobre a forma como sera usado o produto e as
formas como se deve primar para a manutencao de sua eficiéncia
e a aceitacao pelo produtor.

Ainda nao se tem relato de perda de eficiéncia de um indutor de
resisténcia, mas seu mau uso pode levar a reducbes em produtivi-
dade e consequente abandono de uso pelo produtor. Conforme ja
discutido, uma vez que o mecanismo de agéo do defensivo agricola
€ a inducado de resisténcia, torna-se imprescindivel que haja um
esfor¢o conjunto da industria e da assisténcia técnica para se ter
um produto de qualidade com recomendagdes técnicas ja estabe-
lecidas.

Do lado da industria deve-se buscar determinar a dose minima para
exercer o controle, o intervalo de aplicagdo, gama de doencgas e
pragas controladas e fracdo(des) ativa(s) do produto, bem como
a(s) compatibilidades do produto com outros defensivos e com as
praticas de manejo adotadas. A assisténcia técnica deve treinar o
produtor sobre estas informagdes e lancar as demandas de pes-
quisa para a industria, como por exemplo, a compatibilidade com
produtos ainda ndo contemplados ou extensdo de uso em outras
culturas. Maiores detalhes serdo abordados no tépico 8 sobre de-
safios a serem superados por defensivos agricolas naturais que
agem por indugao de resisténcia.
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Estudos de caso

Diversos microrganismos e extratos vegetais foram relatados como
eficientes no manejo de doencas de plantas. Aseguir, seraorelatados
dois principais resultados obtidos com uma rizobactéria e um extrato
vegetal na indugdo de resisténcia de plantas, desenvolvidos pelo
grupo de pesquisa em interacdo planta-patogeno do Departamento
de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Rizobactérias na inducao de resisténcia: prospecg¢ao, meca-
nismos de agao, resultados em campo e caminho para a obten-
¢ao de um bioproduto (MEDEIROS et al., 2011)

Diversos fitopatdgenos habitantes do solo podem induzir murcha
em plantas como sintoma reflexo. Dentre as respostas da planta a
infeccao por este tipo de patdégeno sao ativados genes tipicamente
relacionados a resisténcia que culminam com a produgao de prote-
inas relacionadas a patogénese (RAN et al., 2005). Ha ainda uma
diversidade de genes também ativados como os relacionados a
sintese de osmoprotetores (glicose sintase), proteinas chaperonas
relacionadas a protecao (heat shock protein) e proteina de trans-
porte hidrico transmembranico (aquaporina).

As rizobactérias também podem induzir resisténcia em plantas e
quando usadas preventivamente, podem controlar infec¢ao por pa-
tégenos vasculares (CHEN et al., 1995; RAN et al., 2005). Confor-
me mencionado anteriormente, quando a planta esta infectada com
um patdégeno que causa murcha ou déficit hidrico, respostas con-
vergentes foram identificadas (FUJITA et al., 2006). Alguns desses
genes podem, inclusive, ser ativados ou pré-condicionados quando
realizada a aplicacdo preventiva com uma rizobactéria, conforme
mostrado por Cho et al. (2008). Esta representa uma importante
estratégia a ser explorada futuramente.
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Apos a selecdo massal de rizobactérias epi e endofiticas de raizes
de algodao, chegou-se a uma endofitica Bacillus subtilis UFLA285
que, quando usada para o tratamento de sementes, protegeu as
plantas tanto contra o tombamento quanto contra a mancha angu-
lar, uma doenca de etiologia fungica (Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides) e uma de etiologia bacteriana (Xanthomonas
axonopodis pv. malvacearum) (MEDEIROS et al., 2008). O tomba-
mento em algodoeiro € de etiologia diversa, mas a referida bactéria
foi capaz de controlar, ndo apenas aquele causado por C. gleos-
porioides, como também aquele causado por R. solani. Na verda-
de, este controle apenas ocorreu quando o patdégeno foi inoculado
quatro dias apés a germinagéo. A necessidade de um tempo para
que a planta resista a infeccdo é uma caracteristica do mecanismo
de inducao de resisténcia; todavia, poderia ser simplesmente a ne-
cessidade de um tempo para que a bactéria se estabelecesse na
rizosfera, aumentasse sua populacao e passasse a sintetizar anti-
biéticos com atividade direta sobre o patdgeno em uma regulagao
do tipo quorum sensing (DANIELS et al., 2004).

Portanto, foi necessario buscar outra evidéncia de que a bactéria
estava agindo por indugéo de resisténcia. Considerando que uma
das condicbes sine qua non para se considerar 0 mecanismo como
sendo, pelo menos em parte, a inducao de resisténcia, a ativagao
de genes e expressao de enzimas sao relatadas como envolvidas
em respostas de defesa (HAMMERSCHMIDT; KUC, 1995).

Entao, foram escolhidos genes depositados no Genebank por Dowd
et al. (2004) que codificam para quitinase (CHI), proteina induzi-
da pelo etileno (PIE) e peroxidase (POX), genes estes expressos
quando plantas de algodao foram inoculadas com Fusarium oxys-
porum f.sp. vasinfectum. Aos dez dias ap6és o plantio foi observada
a maior expressao de PIE, sendo o efeito maior em tecido do caule
do que em tecido de raiz, com expressdo de aproximadamente 5
e 3 vezes aquela observada nas plantas nao tratadas, respectiva-
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mente. Diariamente, dos 10 aos 13 dias apds a semeadura, todas
as amostras de caule mostraram indugdo do gene PIE, um indi-
cativo da participagao do etileno na resposta de defesa tipo ISR,
aquela tipicamente disparada por rizobactérias. A expressado de
POX nao foi tdo intensa (3) nem constante (apenas no ultimo peri-
odo amostrado) e a de CHI foi inalterado a fracamente (1,5 vezes)
induzido. Um gene marcador é um indicativo de indug&o de resis-
téncia, mas nao é a prova final. Visando-se ter um ideia mais clara
sobre as respostas predominantemente ativadas como resultado
do tratamento com a rizobactéria foi estudada a expressao global
de genes por microarranjo especifico para algodao (UDALL et al.,
2007). Do total de genes estudados foi observada expressao dife-
renciada como resultado do tratamento com a rizobactéria em um
total de 247 genes. Estes foram divididos em diversas categorias
de acordo com sua fungao.

A categoria com 0 maior nUmero de genes com expressao alterada
foi aquela que englobou esses genes tipicamente relacionados a
defesa (12% do total), com pelo menos 93% deles induzidos (in-
duciao>1,4), tanto codificando para moléculas envolvidas na sinte-
se de molécula sinalizadora como acido jasmdnico (lipoxigenase e
aleno oxido ciclase), como aqueles envolvidos na sintese de meta-
bdlitos com atividade putativamente antimicrobiana direta (lisozima,
proteina semelhante a taumatina, proteina de resisténcia induzida
13, principal alérgeno da cereja e proteina de resisténcia semelhan-
te a resisténcia a Oomiceto em Quercus sp); os genes participan-
tes da rota dos fenilpropandides (fenilalanina amoénia liase, acido
cafeico O-metil transferase, 2-hidroxisoflavona redutase, cinamoil
CoA redutase e Dihidroflavonol 4 redutase) e enzimas de limpeza
de espécies reativas de oxigénio (glutationa-S-transferase, peroxi-
dase, dehidroascorbato redutase, tiorredoxina, proteina da familia
de MATE, citocromo P450 e fosfatase acida roxa).
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Um ultimo grupo associado a tolerancia a estresse foi a pirrolina-
-5-carboxilato sintetase, com expressao 1,65 vezes maior que a
testemunha. Na realidade, esses dois genes estdo associados a to-
lerancia ao estresse abidtico. Como o parasitismo de R. solani esta
associado a degradacao de tecidos do caule, inclusive aqueles dos
vasos condutores, a planta ativa genes para otimizar o uso da agua
nos vasos condutores que ainda lhe restam, além de genes com ati-
vidade antimicrobiana direta para conter a coloniza¢ao do patégeno.

A pirrolina-5-carboxilato sintetase € uma das enzimas que partici-
pam da sintese de prolina a partir de acido glutdmico (DELAUNEY;
VERMA, 1993). O aminoacido produto desta rota esta associado
a resisténcia de plantas ao estresse hidrico. Ele foi quantificado
quatro dias apds inoculagdo das plantas ou plantas sem irrigagao
durante o mesmo periodo. O efeito da inoculagdo no acumulo de
prolina foi significativamente superior ao estresse hidrico e o tra-
tamento com a rizobactéria induziu a um aumento no conteido
do aminoacido ainda maior que em plantas nao tratadas, ambas
inoculadas com os patdégenos. O acumulo do aminoacido tem sido
relacionado a duas fungdes principais: protecdo da RUBISCO e re-
ducéao do potencial osmotico da célula (ROSA et al., 1995).

De fato, uma manutencao da taxa fotossintética de plantas foi ob-
servada em plantas tratadas com a rizobactéria em relagéo aquelas
nao tratadas, ambas inoculadas com R. solani. Aos 17 dias apés
o plantio, oito dias apés a inoculacao, a fotossintese das plantas
inoculadas e nao tratadas estava préximo a zero, enquanto aquela
de plantas tratadas com B. subtilis UFLA285 e inoculadas apresen-
tavam uma taxa fotossintética 25% inferior ao de plantas ndo inocu-
ladas; mas essa diferenga momentanea nao se refletiu em reducao
no peso seco de plantas aos 25 dias apos o plantio (Tabela 3).
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Tabela 3. Peso seco da parte aérea de plantas de algodao aos 25 dias apds o plan-
tio (DAP). Tratadas (+285) ou n&o tratadas (-285) com Bacillus subtilis UFLA285 e
inoculadas ou ndo com Rhizoctonia solani AG4 aos 9 DAP.

Inoculagao NaoMs Sim*
Tratamento

+UFLA285 0,99 0,93
-UFLA285 0,91 0,49

NSdiferenga nao significativa, *diferenca significativa Tukey (p<0,05).

Os trabalhos agora estédo voltados para a produgdo massal e for-
mulacéo desta rizobactéria para poder, em breve, oferecer os be-
neficios encontrados na pesquisa para os produtores, ndo apenas
de algodao, mas também de feijao e tomate, culturas para as quais
a rizobactéria também tem demonstrado eficiéncia no controle de
doencgas bacterianas causadas por Xanthomonas vesicatoria (FER-
RO et al., 2011) e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfa-
ciens (MARTINS et al., 2013).

Extrato de planta na indugao de resisténcia (MEDEIROS et al.,
2009)

Um extrato de folhas de café (RESENDE et al., 2006) foi testado
para o controle da mancha bacteriana do tomateiro (Xanthomonas
vesicatoria) e o resultado foi semelhante ao indutor de resisténcia
acibenzolar-S-metil, um dos produtos comerciais registrados para
controle desta e de outras fitobacterioses (AGROFIT, 2011).

O extrato € uma combinagao de moléculas potencialmente elicia-
doras da resisténcia, como oligogalacturonideos (DAMP), molécu-
las efetoras originadas de patégenos e microrganismos sapréfitas
(MAMP) e é capaz de controlar ndo apenas doencgas bacterianas,
mas também fangicas (BARGUIL et al., 2005, SANTOS et al.,
2007), uma evidéncia do possivel papel indutor do extrato vegetal.
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Semelhante ao procedimento adotado para o caso do algodao (7.1)
foi feito um estudo da expresséao global dos genes hoje conhecidos
de tomate, usando um chip de microarranjo disponivel comercial-
mente (http://ted.bti.cornell.edu/cgi-bin/TFGD/array).

Com a aplicacao do extrato sobre plantas de tomate, foi observado,
em tecidos foliares, a expresséo diferencial de 268 genes, 80% dos
quais foram super-expressos, dentre eles foram encontrados princi-
palmente genes envolvidos em eventos de sinalizagdo, transdug&o
de sinal e proteinas relacionadas a defesa.

Nos eventos de sinalizagao de transdugao, os genes que codificam
para proteinas ativadas por mitogenos (MAP3K e MAPKK) foram
super-expressos, assim como componentes de sinalizagdo depen-
dentes de calcio (calmodulina e fosfatidilinositol), mas nenhum mar-
cador da rota de sinalizacao tipica do acido salicilico ou jasmonico.
Quando se observaram os genes de final de rota, a maioria deles
era diretamente relacionada a rota dependente do acido salicilico
[PR-1, proteina de transferéncia de lipideo TSW12, endoquitina-
se basica, proteina precursora de heveina (PR-4), proteina VIP2,
endo- beta 1,4- -glucanase, proteina de resisténcia a doenga (clas-
se de NBS-LRR), glucana endo- beta 1,3-glucosidase], exceto de-
fensina (PDF2.3) que é associada a rota de sinalizagao iniciada
pelo jasmonato/etileno (PIETERSE; LOON, 1999). As atividades
das enzimas glucanase, quitinase e peroxidase foram significati-
vamente superiores nas plantas tratadas a partir das 24h apés o
tratamento.

Portanto, pode-se levantar trés hipoteses: uma indugcdo de PRs
independente de eventos de sinalizagdo SAR ou ISR, conforme
observado em outras situagdes (FRICK; SCHALLER, 2002); uma
indugdo dependente de SAR ou ISR, mas os genes de sinalizagéo
nao estariam entre os conhecidos, ja que o chip usado apenas re-
presenta 12.160 genes, um terco do tamanho do genoma completo
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de tomate. Trabalhos futuros deverao investigar se realmente essa
inducdo ocorre independente das rotas de sinalizagdo conhecidas
até para determinar a compatibilidade com outros indutores que
atuem em sitios de agdo semelhantes. Vale salientar também que
o extrato ndo é exclusivamente um indutor de resisténcia, mas a
exemplo do composto Milsana, também tem atividade inibitéria di-
reta a bactérias.

Atualmente esse extrato, formulado sob o nome de Greenforce, esta
sendo produzido pela empresa Agrofitness e testado, principalmen-
te, para o controle do oidio do eucalipto e ferrugem do cafeeiro.

Desafios da indugao de resisténcia: from bench to field/
market

Os defensivos agricolas naturais, que tenham como mecanismo de
acao a indugao de resisténcia, apresentam potencial de uso tanto
na agricultura convencional quanto organica. Como nao tem ativi-
dade direta contra patdégeno nao ha risco de selegdo de populagao
resistente. Entretanto, deve-se atentar a alguns desafios que ainda
devem ser superados para maior aceitacdo pelo produtor.

Neste sentido, varios aspectos podem ser levantados no tocante ao
controle de qualidade e conhecimento técnico aprofundado sobre
o produto.

Controle de qualidade

O controle de qualidade é uma preocupagao compartilhada por pro-
dutores, 6rgaos de fiscalizagéo (Defesa Estadual e Federal) e pela
industria de produtos. Ora, empresas sérias que primam por altos
padrées de qualidade acabam sofrendo uma concorréncia desleal
com a inundacio de produtos de menor custo, mas também com
menor qualidade, o que leva a descrencga do produtor. Em relagao
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ao controle de qualidade de microrganismos, o projeto intitulado
“Desenvolvimento de metodologia analitica e amostral para avalia-
c¢ao de conformidade e da inocuidade de produtos comerciais for-
mulados a base de agentes microbianos de biocontrole”, financiado
pelo CNPq, sob coordenacido da Embrapa Meio Ambiente, em par-
ceria com o Instituto Biolégico, EPAMIG, Embrapa Arroz e Feijao,
UFPel e Ceplac, organiza periodicamente, treinamentos sobre as
metodologias validadas pelo grupo na Embrapa Meio Ambiente.

Em relagdo aos extratos e 6leos vegetais, € consenso a necessida-
de de se determinar a(s) fracao(6es) responsavel(is) pelo controle
e, desta forma, poder garantir na industria, que o produto seja sem-
pre produzido com as concentragdes minimas. Nos moldes do que
ja é rotina para fitoterapicos, a industria de extratos e 6leos vegetais
também busca esta padronizagao do produto (FORIM et al., 2010).

Conhecimento técnico do produto

O defensivo agricola que age por inducao de resisténcia tem ca-
racteristicas particulares que devem ser investigadas pela industria
e o produtor também deve ser muito bem instruido a respeito das
caracteristicas peculiares do produto.

Os detalhes importantes a serem considerados pela industria sdo
a determinagao do intervalo e timing de aplicagdo do produto. O
intervalo de aplicacao vai depender da duracéo das respostas de
defesa; concentragdes superiores ou intervalos inferiores ao deter-
minado podem até exercer a mesma eficiéncia de controle, mas
podem incorrer no risco de custo metabdlico com efeitos adversos
sobre a produtividade. O produto deve ser aplicado preventivamen-
te, antes do estabelecimento do patégeno. Em geral, o indutor de
resisténcia nao é capaz de controlar a doenga sob altas pressoes
de inéculo. Para alguns patossistemas, como a ferrugem asiatica
da soja, os resultados de campo com uso de indutores de resistén-
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cia ndo se mostraram satisfatorios (CARVALHO, 2010). Isso pode
ser atribuido a uma rapida multiplicagdo do patégeno e/ou a ca-
pacidade do patdégeno em superar as barreiras quimicas e fisicas
pré-formadas, conforme ja assinalado para diversos patossistemas
(HOK et al., 2010).

Também devem ser conhecidas das interagdes com outros produ-
tos ou com o meio. Outros produtos também podem ter alguma
atividade sobre a fisiologia da planta, como é o caso de fungicidas
a base de estrobilurinas, necessitando saber se da combinagao dos
produtos e/ou sobreposicédo de periodos residuais de produtos, es-
tes efeitos serdo neutros, sinergisticos (BOKSHI et al., 