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Resumo — Quatro isolados bacterianos darizosferade Droseravillosa
var. villosa (B1, B2, B3, B4) edoisisolados de Bacillusthuringiensis
(B5 eB6), sendo B6 produtor da toxina bioinseticida Cry1Ab, foram
avaliados quanto a capacidade de inibir os fungos fitopatogénicos
Fusarium solani f. sp. phaseoli, Fusarium solani f. sp. glycines,
Fusariumoxysporume Colletotrichum sp. A cepamaisefetivafoi B1
queinibiu o crescimento dosquatro fungosaté o 26° dia. B. thuringiensis
inibiu o crescimento de trés destes, o que indica que possui atividade
antifungica e abre um novo campo de estudo para a utilizagdo do
B. thuringiensis.

Termos paraindexagdo: bactéria, rizosfera, controle biol 6gico.

Fungistatic effect of Bacillus thuringiensis and of other bacteria
on some plant pathogenic fungi

Abstract — Four bacteria isolates from the rhizosphere of Drosera
villosa var. villosa (B1, B2, B3, B4) and two Bacillus thuringiensis
isolates (B5 e B6), being B6 abioinsecticidal Cry1Ab protein producer,
weretested for their capacity to inhibit phytopathogenic fungi such as
Fusarium solani f. sp. phaseoli, Fusarium solani f. sp. glycines,
Fusariumoxysporumand Colletotrichum sp. TheBlisolatewashighly
effective and inhibited all fungi up to the 26" day. B. thuringiensis
inhibited the growth of three fungi, and thisresult opensanew areato
study and test B. thuringiensis.

Index terms: bacteria, rhizosphere, biological control.

A auséncia de especificidade e os riscos para a salilde humana e para o
ambi ente apresentados pel os defensivos agricolas sintéticos acentuam a ne-
cessidade de ferramentas como o control e biol 6gico na otimizag&o dos siste-
mas de agricultura sustentavel .
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Bactérias do solo, especificamente bactérias rizosféricas, podem ser efici-
entes no control e de doengas causadas por fungos fitopatogénicos (Oedjijono
& Dragar, 1993; Andradeet a., 1998). Na avaliacdo dos gruposfuncionaisde
microrganismos darizosferade Droseravillosavar. villosaA. St.-Hil, foram
encontradas bactérias que inibiam o crescimento de fungos saprofitos em
placa de Petri em meio BDA (batata-dextrose-agar). Esta planta ocorre em
ambientes pobres em nutrientes, exigindo ato grau de especializacdo; isto
sugere que estas bactérias possuem um complexo mecanismo de sobrevivén-
cia, produzem compostos que inibem o crescimento de outros microrganis-
mos, e constituem biocontroladores de el evado potencial.

Bactérias do género Bacillus possuem grande potencial para serem usa
das como agentes de control e biol gico, pois mantém suaviabilidade quando
estocadas por longos periodos (Petras & Casida, 1985). O Bacillus
thuringiensis (Bt) é umabactéria aerébiafacultativa, gram-positiva e produ-
tora de endosporos. Durante o processo de esporulacéo, ocorre a producéo
de umainclus&o cristalina, composta por um ou mais polipeptidios, denomi-
nados 3-endotoxinas, que sdo codificadas pelos genes Cry. Estes cristais sdo
téxicos a larvas de insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e
aindanematoides e &caros (Dean, 1984).

O Bt responde por 90% dos produtos de control e biol 6gico comercializados
mundialmente, e é utilizado hatrintaanos como agente de controle biol 6gico
depragas (Vaadares-Ingliset al., 1998). Apesar de estabactériaser exaustiva
mente estudada, ndo ha relatos naliteratura sobre sua capacidade de inibir o
crescimento de fungos filamentosos. Seria interessante que um agente de
controle biol 6gico como o Bt, ao ser empregado parao controle dalagarta, por
exemplo, chegando ao solo, pudesse ter também acéo contra fungos
fitopatogénicos. Abrir-se-ia, entdo, uma nova oportunidade de controle de
doencas em diversas culturas. Também, € necessério avaliar cuidadosamente
o efeito que o Bt possater sobre fungosfilamentosos sapréfitos ou simbiéticos
como, por exemplos, os micorrizicos, 0 que poderiacausar grandeimpacto na
ciclagem de nutrientes no solo, e, conseqiientemente, na nutri¢do da planta.

A efetividade do cristal protéico bioinseticida levou a indlstria de
biotecnologia a introduzir os genes produtores em plantas. As plantas
transgénicas Bt vém sendo produzidas desde a década de 80, contendo genes
Cry, visando somente ao controle de insetos. Estas plantas podem liberar a
toxina através dos exsudatos daraiz, do pélen e de partes vegetativas, quan-
do se decomp8em. Alguns autores demonstraram que o cristal protéico rapi-
damente se liga a minerais de argila do solo, fica protegido da degradacdo
microbiana (Tapp & Stotzky, 1995) e pode permanecer ativo no solo por até
234 dias(Saxenaet al., 1999).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade fungistética do
Bt e de bactérias isoladas da rizosfera de D. villosa var. villosa, visando
buscar antagonistas para alguns fungos fitopatogénicos.

Os experimentos foram realizados durante o periodo de maio a agosto de
2000, no Laboratério de Ecologia Microbiana do Departamento de
Microbiologia, daUniversidade Estadual deLondrina, PR.
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Osquatro isolados, denominados nestetrabalho de B1, B2, B3 e B4, foram
obtidosdarizosferadeD. villosa var. villosa, col etadaem sol os hidromorficos
decamposgeraisnosMunicipiosde ltararé, SP, 24°5'0" Se49°1157" W (GPS)
eJaguariaiva, PR, 24°23'23" Se49°5121" W.

De acordo com as caracteristicas morfolégicas, as cepas B1 e B3 sdo
bastonetes gram-positivos; B2, bastonetes gram-negativos e B4, cocos
gram-positivos. Apos o teste de gram, os isolados foram congelados em N
liquido e conservados em freezer a-70°C, suspensos em solucao crioprotetora
de glicerina estéril a20%. Também foram utilizados dois isolados de
B. thuringiensis(B5 e B6), ou sgja: um, 0 407 (Cry-), mutante ndo produtor do
cristal protéico, e o outro, B. thuringiensis var. kurstaki HD1 (Cry+), produ-
tor do cristal com atividade inseticida, respectivamente.

Os fungos estudados foram Fusarium solani f. sp. phaseoli, isolado de
feijoeiro com sinaisdadoenca; F. solani f. sp. glycines, isolado de plantas de
sojaeF. oxysporume Colletotrichum sp., ambos isolados de algodoeiro, que
apresentava sintomas das doencas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em es-
guemafatorial 4 x 6, quatro fungos x seis bactérias e seus respectivos contro-
les, com cinco repeti¢des. O crescimento micelial foi avaliado aos 7, 18 e 26
diasdeincubacéo. Cadaum dosisoladosfungicosfoi transferido com estil ete
paraplacas de Petri, com meio de culturaBDA em um Unico ponto, no centro
delas. Em seguida, cadaum dosisolados bacterianos foi inoculado por estria
com alca de plating, a uma distancia de 1,5 cm do ponto onde o fungo foi
inoculado previamente, com exce¢édo das placas-controle sem bactéria.
As placasforam mantidas atemperaturamédiade 25°C, recebendo luz natural
indireta. Nas avaliages, foi medido o didmetro da colénia do fungo (cm),
tomando-se o cuidado de medir 0 maior diémetro.

Os periodos de incubacéo e os isolados bacterianos tiveram efeitos dife-
rentes em relagdo ao crescimento micelial dos quatro fungos (Tabela 1). To-
dos os isolados apresentaram, em algum momento, efeito inibitério sobre o
crescimento dos fungos. Na primeira avaliagdo, aos sete dias, somente as
cepasB2 e B4 ndo apresentaram efeito inibitdrio contraF. solani f. sp. phaseali;
aos 18 dias, apenas os isolados B1 e B6 mantiveram o efeito inibitorio, e
permaneceram até o final do experimento. O fungo F. solani f. sp. glycinesfoi
0 que apresentou menor sensibilidade as bactérias, e foi inibido somente
pelas cepas B1 e B6 desde aprimeira avaliagdo. No entanto, B5 demonstrou
efeitoinibitdrio no fim do experimento, 0 mesmo acontecendo com o isolado
B. thuringiensis var. kurstaki HD1 (Cry+), produtor do cristal bioinseticida.
Este efeito inibitdrio pode estar relacionado com a producdo de quitinases e
de outras enzimas que podem ter agdo contra aparede celular fungica, jaque
algumas bactérias antagonistas de fungos fitopatogénicos podem produzir
quitinases (Mavingui & Heulin, 1994). Também foi observado que o Bt possui
atividade quitinolitica (Barbosa-Corona et al., 1999; Rojas-Avelizapa et al.,
1999), porém, estes autores estavam buscando fatores de patogenicidade
contra insetos, e ndo, contra fungos fitopatogénicos.

O Bt, quejaéamplamente utilizado no control e biol 6gico de insetos, pode-
ra ter sua importancia agrondémica aumentada, ja que ha indicios bastante
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fortes de que esta bactéria possua atividade antifungica. Este potencial pode
ser explorado utilizando-se a bactéria ou mesmo as plantas transgénicas Bt
também no controle de fungos fitopatogénicos.

Somente 0 isolado B2 ndo demonstrou efeito inibitério ao F. oxysporum,
mas, a partir do décimo oitavo dia, o Unico efeito fungistatico observado
sobre este fungo foi do isolado B1.

O Calletotrichum sp., aos sete dias, ndo foi inibido por B3; e naavaliacéo
seguinte, B2 ndo apresentou maisefeito inibitorio. Aos 26 dias, o efeitoinibi-
tério foi mantido pelos isolados B1 e pelos dois B. thuringiensis testados.
Apesar de o Colletotrichum sp. ter apresentado diminui¢do do didmetro do
micélio quando inoculado com oisolado B5, estadiferencando foi significati-
vaquando comparada com o tamanho do micélio do décimo oitavo dia.

Osisolados B1 e B6 foram os que mostraram maior eficiéncia contra os
fungostestados, e mantiveram efeito inibitdrio durante os 26 dias de duragéo
do experimento.

Na caracterizagdo morfol 6gica, o isolado B1 mostrou ser uma bactériado
género Bacillus. InUmeras espécies deste género ja demonstraram atividade
antifingica(Kimet a., 1997; Podile& Laxmi, 1998), porém néofoi relatado, até
0 momento, que estesisol ados sejam eficientes contra diferentes espécies de

Tabela 1. Efeito fungistéti co das bactérias sobre o crescimento micelial (diametro da
colénia em cm) de Fusarium solani f. sp. phaseoli (fungo 1), Fusarium solani f. sp.
glycines(fungo 2), Fusarium oxysporum (fungo 3) e Colletotrichum sp. (fungo 4), em
trés periodos de incubaggo®.

Bactéria® Fungo 1 Fungo 2 Fungo 3 Fungo 4
Incubag&o por 7 dias
Controle 8,50a 2,12ab 7,50b 4,16a
Bl 4,52c 1,28c 3,50c 1,48c
B2 8,26a 2,28a 8,50a 2,16b
B3 5,92b 1,56bc 3,58c 3,82a
B4 7,90a 2,14ab 3,94c 1,72bc
B5 4,94c 1,68abc 3,68c 1,86bc
B6 4,58¢c 1,08c 3,90c 1,76bc
Incubagdo por 18 dias
Controle 8,50a 6,53abc 8,50a 8,50a
Bl 4,70b 2,86d 4,62b 4,04c
B2 8,50a 6,74ab 8,50a 8,50a
B3 8,50a 5,96¢c 8,50a 8,50a
B4 8,50a 6,32bc 8,50a 6,40b
B5 8,50a 7,12a 8,50a 6,50b
B6 5,02b 1,84e 8,50a 3,58¢c
Incubagdo por 26 dias
Controle 8,50a 8,50a 8,50a 8,50a
B1 4,52b 3,20c 4,78b 5,52b
B2 8,50a 8,50a 8,50a 8,50a
B3 8,50a 8,50a 8,50a 8,50a
B4 8,50a 8,50a 8,50a 7,97a
B5 8,50a 5,04b 8,50a 6,12b
B6 4,82b 142d 8,50a 3,92c

(MM édias seguidas de mesma letrando diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.?B1, B2,
B3 e B4: cepas nao-identificadas, isoladas da rizosfera de Drosera villosa var. villosa; B5: Bacillus
thuringiensis Cry-; B6: B. thuringiensis Cry+.
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fungos fitopatogénicos, como B1 e B6 testados no presente trabal ho.

O Bt demonstrou ser bastante eficiente contra os isolados de fungos.
Quando comparados os resultados dos dois isolados Bt, o B. thuringiensis
407 (Cry-), mutante ndo-produtor de cristal, mostrou claramente baixo efeito
inibitério paratodos osisoladosfungicos. A presencado cristal bioinseticida
parece ser importante, pois incrementa a eficiéncia do isolado B6 contra os
fitopatdgenos. No entanto, aausénciados genes produtores do cristal protéico
ndo interferiu no poder de degradac&o do micélio pel osisolados de Bt estuda-
dos.

Importante, no entanto, é conhecer o impacto que estas bactérias possam
ter contra os grupos de microrganismos funcionais do solo, o que deve ser
avaliado em qual quer organismo liberado no ambiente.
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