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Resumo — A bactéria Bacillus thuringiensis é utilizada na agricultura para
controle biolégico de pragas, mas ainda existem poucos estudos em relagao
a capacidade dessa bactéria no controle biolégico de doengas e na promogao
do crescimento vegetal. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
isolados de B. thuringiensis, pertencentes a Colegdo de Microrganismos da
Embrapa Milho e Sorgo, em solubilizar fontes insoluveis de fosfato, produzir
acido indolacético (AlA), fixar nitrogénio e controlar o crescimento de fungos
fitopatogénicos. Ao todo, 45 isolados de B. thuringiensis foram avaliados.
Todos apresentaram halo de solubilizagdo em meio sélido contendo fosfato
de célcio (P-Ca) e foram avaliados também em ensaios de solubilizacao
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em meio liquido, producdo de auxinas, controle biolégico de fungos
fitopatogénicos e fixacdo de nitrogénio. Nenhum dos isolados testados
apresentou capacidade de solubilizagéo de P-Fe, tanto em meio sélido quanto
em meio liquido. Vinte isolados de B. thuringiensis apresentaram valores
estatisticamente similares de liberagado de P soluvel em meio liquido P-Ca,
variando de 28,79 mgP.L-" a 24,84 mgP.L-". Foram observadas correlagdes
negativas entre a liberagdo de fosforo e o pH das culturas, o que pode
indicar a producao de acidos organicos como mecanismo de solubilizagao
de P-Ca utilizado por B. thuringiensis. Vinte e nove isolados apresentaram
capacidade de inibigao contra Fusarium verticillioides com percentagem de
inibicdo variando de 5,75% a 32%, e quarenta e trés isolados apresentaram
capacidade de inibicdo contra Colletotrichum graminicola com percentagem
de inibigao variando de 8,70% a 76,23%. No total, a percentagem de inibigao
variou de 5,75% a 76,23% para os dois fungos. Houve producédo de acido
indolacético (AlIA) por 43 isolados, com percentagem variando de 2,18 pg/
mL a 7,96 ug/mL. Nao ocorreu fixagao de nitrogénio por B. thuringiensis
avaliados. Os isolados avaliados apresentaram maior potencial para uso
em biocontrole de C. graminicola e intermediaria eficiéncia na promocao de
crescimento. Futuramente, estes isolados podem ser testados em plantas
para validagcéo do potencial de controle biolégico de doencgas e promogao de
crescimento, tornando-se candidatos a formulagéo de produtos biolégicos do
tipo multifuncionais.

Termos para indexacao: bactérias promotoras de crescimento,
microrganismos multifuncionais, fosfato de célcio, controle biolégico de
doencas..



Potencial Multifuncional de Isolados de Bacillus thuringiensis para Controle 7
de Fungos Fitopatogénicos e Promogao de Crescimento Vegetal

Multi-Functional Potential Of
Bacillus thuringiensis Isolates For
Phytopathogenic Fungus Control
And Vegetable Growth Promotion

Abstract — The Bacillus thuringiensis (Bt) bacterium is commonly used in agri-
culture for pest control. Currently, there are few studies focusing on their plant
growth promoting properties, as well as their potential for fungal phytopatho-
gens biocontrol. Therefore, the study was aimed to screening the Embrapa
Milho e Sorgo Microbial Culture Collection to identify Bt isolates having po-
tential of phosphate solubilization, biological nitrogen fixation, indole-3-acetic
acid (IAA) production and biological control of fungal phytopathogens. We
found forty-five B. thuringiensis isolates able to produce phosphate solubiliza-
tion halo on NBRIP agar plates containing calcium phosphate (P-Ca). After
tests in liquid medium with P-Ca, twenty of them showed statistically similar
P release rates (P > 0.05), with values ranging from 24.84 mgP.L" to 28.79
mgP.L'. Negative correlations were observed between the P-release and the
pH of the cultures, suggesting that these microorganisms are producing or-
ganic acids, which may be directly involved in the solubilization of P-Ca. Forty-
three isolates were able to produce IAA in the presence of tryptophan, ranging
from 2,18 pg/mL to 7,96 pg/mL. None of the isolates tested showed P-Fe
solubilization capacity or biological nitrogen fixation ability. Although the Bt
isolates showed a low-to-intermediate plant growth promoting potential they
were more effective as biological control agents, displaying capacity to inhibit
phytopathogenic fungi such as Fusarium verticillioides and Colletotrichum
graminicola. We found twenty-nine Bt isolates with antifungal activity against
F. verticillioides (6-32% inhibition), and forty-three Bt isolates with antifungal
activity against C. graminicola (9-76% inhibition). Among the Bt isolates evalu-
ated we were able to select some candidates for future studies: three isolates
that showed high inhibition rates against all tested phytopathogens (30-66%
inhibition); and six isolates with high P-Ca solubilization rates that were pre-
viously characterized with high insecticidal activity against Spodoptera fru-
giperda (81-86% mortality). The selected isolates can be tested in plants to
validate their potential as plant growth promoters and biocontrol agents, be-
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coming candidates for development of new multifunctional biological products
for crop production.

Index terms: plant growth promoter bacteria, multifunctional microorganisms,
calcium phosphate, plant disease biocontrol.

Introducao

O nitrogénio (N) e o fésforo (P) sdo elementos essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Apesar de estarem presente em
todo ciclo vegetal, eles apresentam baixa disponibilidade no solo. Solos da
regido do Cerrado, por exemplo, possuem elevado grau de intemperismo por
causa do processo de formacgéao e da baixa fertilidade, além de apresentarem
toxidade de alguns elementos quimicos e baixa disponibilidade de nutrientes.
Ainda que o nitrogénio seja um elemento abundante na natureza, as plantas
nao possuem a capacidade de absorvé-lo diretamente da atmosfera, sendo
necessaria a utilizacdo de fertilizantes quimicos ou a fixagdo bioldgica de
nitrogénio para atender a demanda das culturas agricolas (Ddbereiner, 1984;
Dalla Santa et al., 2004). Ja para o fésforo, como sua disponibilidade no
solo é limitada, existe a necessidade de aplicagao de fertilizantes fosfatados
soluveis para propiciar o crescimento das plantas (Barroso; Nahas, 2005;
Viruel et al.,, 2014). Em razdo dessa necessidade de disponibilizagdo de
nutrientes para o aumento da produgao agricola, o Brasil se tornou o quarto
maior consumidor de fertilizantes no mundo (Associacdo Nacional para
Difusédo de Adubos, 2017).

A maior parte dos fertilizantes utilizados no Brasil € importada e sua
fabricacdo resulta da exploracdo de recursos minerais nao renovaveis.
A utilizagdo destes faz com que seja criada uma grande barreira no
estabelecimento de sistemas agricolas sustentaveis.

Atualmente, com o aumento da preocupacdo ambiental e a ascenséo
das praticas agricolas sustentaveis, tem-se investido cada vez mais em
pesquisas que visam diminuir a adubagéo quimica sintética. Esses sintéticos
representam um alto custo para o produtor e para a economia do Pais,
além de causarem prejuizos ao meio ambiente. Nesse cenario, surgem os
inoculantes, que s&o insumos agricolas de acao fertilizante contendo, em
sua formulagéo, microrganismos que promovem o crescimento das plantas.
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Os inoculantes apresentam baixo custo, alta capacidade de recuperacao dos
solos e sao recursos renovaveis.

A eficiéncia destes bioprodutos esta relacionada a capacidade da cepa do
microrganismo em causar algum efeito para a planta, como biossolubilizagao
de fosforo, fixacdo de nitrogénio e produgédo de substancias estimulantes
(horménios e agentes de biocontrole).

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bf) € um bastonete gram-positivo,
que apresenta célula vegetativa de 1,0 a 1,2 um de largura por 3,0 a 5,0
um de comprimento, pertencente & familia Bacillaceae. E uma bactéria
entomopatogénica de ocorréncia cosmopolita, encontrada no solo, em
insetos mortos, graos armazenados e agua. Ela se caracteriza pela produgao
de cristais proteicos produzidos durante o processo de esporulagéo. Estes
cristais possuem capacidade inseticida e sdo formados pelas proteinas Cry,
codificadas pelos genes cry. Além das proteinas Cry, B. thuringiensis produz
outras proteinas, como Cyt e Vip, que também possuem capacidade inseticida.
As proteinas Cyt ocorrem no processo de esporulagéo e as proteinas Vip,
durante a fase vegetativa e de desenvolvimento do Bt.

Em razdo de sua capacidade inseticida, B. thuringiensis tem sido utilizado
ha mais de cinco décadas na agricultura para o controle biolégico de pragas.
B. thuringiensis pode ser utilizado no controle biolégico como constituinte de
bioinseticidas, em que esporos e toxinas sao pulverizados sobre a planta, ou
através da expressao de suas toxinas em plantas transgénicas. Além do seu
uso no controle biolégico de pragas, estudos recentes vém demonstrando
que B. thuringiensis possui potencial para ser utilizado também na promogao
do crescimento de plantas e no controle biolégico de fungos fitopatogénicos
(Vassilev et al., 2006; Raddadi et al., 2008; Passari et al., 2014; Wang et al.,
2014; Kassogué et al., 2016).

Os fungos fitopatogénicos geralmente sao controlados com uso de
agroquimicos. No entanto, o uso excessivo desses formulados pode aumentar
os riscos de contaminagao do meio ambiente, dos alimentos e causar danos a
saude humana (Xu; Kim, 2014). Diante disso, como estratégia para reduzir os
efeitos negativos do uso dos defensivos e aumentar a eficiéncia de controle,
métodos alternativos, como o controle biolégico de fitopatdogenos, vém
sendo estudados. A utilizagdo de microrganismos com potencial de controle
contra patégenos tem sido cada vez mais reconhecida como uma alternativa
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promissora por ser uma técnica viavel, segura ao meio ambiente e de baixo
custo quando comparada com métodos convencionais de tratamento (Charan
etal., 2011).

Nesse sentido, apesar de a bactéria B. thuringiensis ja ser exaustivamente
estudada e utilizada na agricultura para controle biolégico de pragas, ainda
existem poucos estudos sobre a capacidade dessa bactéria em inibir fungos
fitopatogénicos, solubilizar fosfato de diferentes fontes desse nutriente, fixar
nitrogénio e produzir auxinas, como o acido indolacético (AlA).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o acervo da colegdo de microrganismos
para encontrar cepas de Bt capazes de realizar multiplas fungées como
controle biolégico de pragas e doencas, solubilizagcdo de fosfato, promogao
do crescimento de plantas e fixagdo de nitrogénio. A obtencdo de cepas
multifuncionais de Bt sera de grande valia no processo de desenvolvimento
de inoculantes para uso agricola sustentavel.

O estudo em questdo trata-se de pesquisas iniciais, visando a
identificacdo de isolados de microrganismos com potencial para serem
utilizados no desenvolvimento de novos produtos biolégicos multifuncionais
para a produgao agricola. Estes produtos podem atuar como biofertilizantes,
biofungicidas e biopesticidas. Os biofertilizantes atendem a ODS 2, pois 0
uso de microrganismos para a promogao de crescimento vegetal, além de
melhorar a qualidade do solo, pode contribuir para reduzir a dependéncia de
fertilizantes obtidos a partir de fontes naturais néo renovaveis. Os biofungicidas
e biopesticidas atendem a ODS 12, pois a adogéo do controle biolégico de
pragas e doengas pode contribuir para reduzir os impactos negativos sobre
a saude e o meio ambiente provocados pelo uso dos defensivos agricolas
convencionais.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, municipio de
Sete Lagoas, MG, no ano de 2018.

Para arealizag&o deste trabalho, um total de 45 isolados de B. thuringiensis
foram selecionados aleatoriamente a partir do acervo da Colegdo de
Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa Milho e
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Sorgo (CMMF). Como testemunha foi utilizado um isolado de Azospirillum
sp. Isolados de fungos fitopagénicos (Fusarium verticillioides e Colletotrichum
graminicola) foram confrontados com os isolados de B. thuringiensis. Os
microrganismos selecionados foram reativados a uma temperatura de 28-30
°C. Parao cultivo de Bt foi utilizado o meio de cultura Agar LB+SAIS, constituido
de 1 g/L de glicose; 8 g/L de caldo nutritivo; 5 g/L de extrato de levedura; 0,3
g/L de sulfato de magnésio (MgSO,); 10 g/L de triptona; 0,02 g/L de sulfato
de ferro Il (FeSO,.7H,0); 0,02 g/L de sulfato de zinco (ZnSO,.7H,0); 0,02 g/L
de sulfato de manganés (MnSO,.H,0); 5 g/L de cloreto de sodio (NaCl) e 15
g/L de agar. Azospirillum foi cultivado em meio BMA (Batata Malato Agar),
composto de infusdo de batata (200g/L); 2,5 g/L de acido malico; 2 g/L de
hidréxido de potassio (KOH); 2,5g/L de agucar cristal; 2 ml/L de solugéo de
micronutrientes (CuSO,.5H,0 0,04 g/L; ZnS0O,.7H,0 1,2 g/L; H,BO, 1,4 g/L;
Na,MoO,.2H,0 1 g/L; MnSO,.H,0O 1,175 g/L); 1 ml/L de solugéo de vitaminas
(Biotina 0,1 g/L; pyridoxol-HCI 0,2 g/L); e 15 g/L de agar (Ddbereiner et al.,
1996). Fungos filamentosos foram crescidos em BDA (Batata Dextrose Agar).

Eficiéncia de B. thuringiensis na solubilizagao
de fosfato em meio de cultura sélido

Os 45 isolados de Bt foram inoculados em placas com meio de cultura
solido contendo fontes insoluveis de fosfato, fosfato de ferro (P-Fe) ou fosfato
tricalcio (P-Ca). O meio de cultura de solubilizagéo utilizado foi o meio NBRIP
(Nautiyal, 1999), com modificagdes na concentracao de glicose para 40 g/L
e contento, como unica fonte de P, 5g/L de fosfato de ferro (P-Fe) ou 5g/L de
fosfato tricalcio (P-Ca). As placas foram incubadas a 28-30 °C por um periodo
de 20 dias, para visualizagado do halo indicador de solubilizagao.

Eficiéncia de B. thuringiensis na solubilizagao
de fosfato em meio de cultura liquido

Os isolados B. thuringiensis foram crescidos por 3 dias a 30 °C e sob
agitagdo constante de 150 rpm em meio caldo nutriente constituido de 1,0 g/L
de extrato de bife; 2,0 g/L de extrato de levedura; 5,0 g/L de peptona e 5,0
g/L de cloreto de sédio. Apos esse periodo, as amostras foram avaliadas em
espectrofotdmetro (Biospectro, SP22), onde a densidade o6tica (DO) a 540 nm
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de todas as culturas foi ajustada para 0,5. Como branco foi utilizado o meio de
cultura sem inoculagdo. Uma aliquota de 100 uyL de cada cultura bacteriana
padronizada foi transferida para um tubo falcon de 50 mL contendo 20 ml
de meio NBRIP liquido (Nautiyal, 1999), com modificagbes na concentracao
de glicose para 40 g/L e acrescido de fosfato de ferro 5g/L (P-Fe) ou fosfato
tricalcio 5g/L (P-Ca). As inoculag¢des foram realizadas em trés repeti¢cdes por
isolado. Apos um periodo de incubacgao de 9 dias, sob agitagdo constante de
150 rpm, em temperatura de 30 °C, determinou-se o pH do meio e os teores
de P liberados na amostra.

Para a determinagao do P soluvel, as amostras foram centrifugadas (8.000
xg por 5 minutos), o sobrenadante foi filirado em papel filtro Whatman n® 42, e
o P soluvel do sobrenadante foi quantificado em espectrofotdmetro a 880 nm,
utilizando o método colorimétrico de Murphy e Riley (1962). Para determinar a
quantidade de fésforo soluvel presente nas amostras foi preparada uma curva
padréo contendo de 1,2 a 14 mg/L de KH,PO,. Os valores de P solubilizados
em decorréncia da agao bacteriana foram calculados subtraindo-se das
amostras o P soluvel contido no controle, meio de cultura com P-Ca ou P-Fe
sem inoculagdo com microrganismos.

Avaliacao da producao de auxinas
(AlA) por B. thuringiensis

Para a analise de quantificacdo da produgédo de auxinas como acido
indolacético (AlA), os isolados foram avaliados pela metodologia proposta
por Sarwar e Kremer (1995). Os microrganismos foram crescidos durante
5 dias a 30 °C, sob agitagdo de 100 rpm e sem a presenga de luz, em meio
caldo nutriente, suplementado com triptofano. Apds incubagédo, o meio de
cultura foi centrifugado por 10 minutos, a 6.000 rpm e o sobrenadante obtido
foi utilizado para a quantificagdo da producgao de AIA. Uma aliquota de 100
pl do sobrenadante foi transferida para uma placa de 96 pogos (Costar 3799,
Corning). Em seguida, foram adicionados 100 pL da solu¢do de Salkowski
(Gordon; Weber, 1951) preparada a partir da mistura de 500 uL da solugao
aquosa de FeCl,.6H,0 na concentragdo de 0,136 g/mL e 24,5 mL de solugéo
aquosa de acido perclérico 35% (v/v), e mantida em temperatura ambiente e
sem luminosidade. Apds 20 minutos, a absorbancia foi determinada a 530 nm



Potencial Multifuncional de Isolados de Bacillus thuringiensis para Controle 13
de Fungos Fitopatogénicos e Promogao de Crescimento Vegetal

em leitor de placas FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Alemanha) utilizando
o software Omega - Control (BMG LABTECH, Alemanha).

Como controle negativo foi utilizado meio de cultura sem inoculagao.
Todas as amostras foram testadas em triplicata. A curva padrdao de AlA foi
construida com as leituras de absorbancia de solugbes de AIA comercial
em concentragdes iguais a 100; 80; 40; 20; 10 e 0 yg/mL, e o potencial de
producéo de AlA foi expresso em termos de pg de AIA/mL.

Avaliagao do antagonismo de B.
thuringiensis em meio sélido

Para verificar a capacidade antifiungica dos isolados de Bt foi utilizado
o teste de confrontacdo direta in vitro. Este teste € um método de triagem
convencional apropriado para avaliar com maior rapidez e menor custo
um grande numero de microrganismos com atividade antagonista (Mota
et al., 2017). Os isolados de B. thuringiensis foram utilizados na avaliagcao
do antagonismo in vitro contra Fusarium verticillioides e Colletotrichum
graminicola. Inicialmente, trés discos de 5 mm da borda da cultura pura
do patégeno, crescido por sete dias em meio Batata Dextrose Agar (BDA),
foram transferidos para trés pontos equidistantes em uma placa de Petri
contendo o0 mesmo meio. Foram transferidos 5 yL de suspensao bacteriana
na concentragdo aproximada de 108 UFC/mL de B. thuringiensis, em quatro
pontos equidistantes entre si e ao redor de cada disco de micélio. O teste foi
realizado em triplicata, e o controle foi composto de placas contendo apenas o
fitopatdgeno. As placas foram incubadas por sete dias a 28-30 °C. A medigéo
do raio da colbénia do fitopatégeno foi realizada na presenga e auséncia do
microrganismo antagonista. A percentagem de inibigédo foi calculada a partir
da seguinte férmula: % inibicdo = (1 - (crescimento do fungo/crescimento do
controle)) x 100 (Montealegre et al., 2003; Passari et al.,2014).

Avaliacao da capacidade de B.
thuringiensis em fixar nitrogénio

Para verificar a capacidade dos B. thuringiensis em fixar nitrogénio foi
feito o teste de formagédo de pelicula em meio de cultura semissélido sem
fonte de nitrogénio, meio LGI (Baldani, 1984). Uma colbnia de cada isolado,
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reativada em meio Agar LB+SAIS, foi transferida para tubos tipo penicilina
contendo 5 mL de meio de cultura LGI, composto de 5 g/L sacarose; 0,2 g/L
K,HPO,; 0,6 g/L KH,PO,; 0,2 g/L MgS0O,.2H,0; 0,02 g/L CaCl,.2H,0; 0,002
g/L Na,Mo,.2H,O; 5 ml/L de Azul de bromotimol (solugédo 0,5 % em 0,2 N
KOH); 4 ml/L FeDTA (solugéo 1,64 %); 1 mL/L solugédo de vitaminas e 1,75
g/L de agar. Os tubos foram incubados a 28-30 °C por um periodo de até
10 dias. Durante este periodo os tubos foram diariamente avaliados quanto
a presenca de pelicula indicadora de fixagcado de nitrogénio. Como controle
positivo foram utilizados tubos com meio LGl inoculados com Azospirillum sp.

Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados segundo o delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes por amostra, sendo submetidos a analise
de variancia utilizando-se o programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2011) e, quando
ocorreu diferenga significativa pelo teste F (p<0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises de
correlagao de Pearson foram realizadas utilizando o programa EXCEL a 5%
de probabilidade.

Resultados e Discussao

Solubilizagao de fosfato

Todos os 45 isolados de B. thuringiensis avaliados apresentaram
crescimento e formacao de halo de solubilizagdo em meio de cultura P-Ca
soélido (Figura 1). Nenhum dos isolados testados apresentou formagéao de
halo de solubilizagdo em meio de cultura P-Fe sdlido.

A presenca de halo de solubilizagdo em meio de cultura sdlido sugere a
eficiéncia dos microrganismos em solubilizar P de fontes insoluveis. Os meios
de cultura utilizados neste trabalho contém fontes insoltveis de P na forma de
fosfato tricalcio (P-Ca) ou fosfato de ferro (P-Fe). Segundo Whitelaw e Sparks
(2000), o potencial de solubilizacao de fosfato é proporcional ao tamanho do
halo e a sua relagdo com o tamanho da col6nia. Contudo, existem relatos na
literatura de isolados que, apesar de nao produzirem halo visivel indicativo de
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solubilizacdo em meio sélido, sdo capazes de solubilizar formas insoltveis
de fosfatos inorganicos em meio de cultura liquido (Oliveira et al., 2009;
Sousa, 2010). Sousa (2010) verificou que alguns isolados selecionados
como néo solubilizadores em meio de cultura sélido apresentaram eficiéncia
de solubilizagdo em meio liquido. Desta forma, o ensaio de solubilizacdo de
fosfato em meio sdlido ndo deve ser considerado como Unico método para
selecao de microrganismos eficientes para solubilizagcao de fosfatos (Abreu,
2014).

Figura 1. Halo de solubilizacéo de fosfato por Bacillus thuringiensis em meio solido contendo
fosfato tricalcio (P-Ca). Em cada placa foram feitas inoculagdes em triplicata na forma de
pontos. Apds secagem, as placas foram incubadas a 28-30 °C por um periodo de 20 dias. O
processo de solubilizagédo de fosfato foi visualizado pela formagéo de um halo transltcido ao
redor das colénias bacterianas.
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Os 45 isolados de B. thuringiensis foram avaliados também em ensaios
de solubilizagao de fosfato em meio liquido P-Ca e P-Fe. Ocorreu diferenga
significativa (p<0,05) na solubilizagao de fésforo dos microrganismos testados
em meio de cultura liquido contendo como Unica fonte de P o fosfato tricalcio
(P-Ca) (Tabela 1). Ja nos ensaios em meio de cultura liquido contendo como
unica fonte de P o fosfato de ferro (P-Fe) nao houve eficiéncia de solubilizagao,
ou seja, 0s microrganismos apresentaram resultados de solubilizag&o igual ou
abaixo do controle ndo inoculado (dados n&o mostrados). A baixa incidéncia
de microrganismos solubilizadores de fosfatos de calcio que adicionalmente
solubilizam fosfatos de aluminio ou de ferro também foi relatada em outros
estudos (Barroso; Nahas, 2005; Marra et al., 2012). Em alguns casos, 0s
isolados microbianos foram capazes de solubilizar somente o fosfato de calcio
(Wenzel et al., 1994). Isso pode ser explicado pela diferenca na solubilidade
desses fosfatos em solugéo, pois o fosfato tricalcio, apesar de ser uma fonte
de P potencialmente insoluvel, parece nao ser tao dificil de ser dissolvido
quando comparado com outros fosfatos (Bashan et al., 2013).

Dentre os 45 isolados B. thuringiensis avaliados, houve um total de 30
isolados que apresentaram valores estatisticamente similares de liberagéo
de P soluvel, variando de 28,79 mgP.L" a 24,84 mgP.L"' (Tabela 1). Houve
reducgéo significativa (p<0,05) nos valores de pH entre microrganismos apoés
9 dias de incubacéao (Tabela 1). Os valores de pH das culturas em meio liquido
fosfato tricalcio (P-Ca) variaram de 6,72 (controle sem inoculacado) até 4,34
(Tabela 1). Foi observada uma correlagdo negativa de -0,76 entre a liberagédo
de fosforo e o pH das culturas de B. thuringiensis. A correlagao negativa entre a
liberagao de fosforo e o pH do meio pode indicar a maneira pela qual o fosfato
tricalcio € solubilizado por estas bactérias, uma vez que um dos mecanismos
de solubilizagao de P desenvolvidos por microrganismos consiste na liberagcao
de metabdlitos (acidos organicos) capazes de acidificarem o meio de cultivo
(Whitelaw; Sparks, 2000; Rodriguez et al., 2004; Marra et al., 2011) .

Estudos realizados por Kassogué et al. (2016) e Passari et al.
(2014) relataram que B. thuringiensis tem potencial para ser utilizado na
solubilizacdo de fosfato tricalcio (P-Ca), demonstrando bons resultados
em ensaios de formagao de halo em meio de cultura sélido. Ja Wang et al.
(2014) observaram eficiéncia na solubilizagéo de fosfato de aluminio por B.
thuringiensis em ensaios de solubilizagdo em meio liquido e em ensaios de
promocao de crescimento de plantas de amendoim em casa de vegetagéo. A



Potencial Multifuncional de Isolados de Bacillus thuringiensis para Controle 17
de Fungos Fitopatogénicos e Promogao de Crescimento Vegetal

solubilizacao de fosfato de aluminio por B. thuringiensis também ocorreu por
meio da excreg¢ao de acidos organicos e diminuicao do pH do meio (Wang et
al., 2014).

Em geral, os valores de solubilizagdo de P encontrados neste trabalho
foram menores que os relatados para outros microrganismos eficientes na
solubilizacédo de P. Por exemplo, Abreu et al. (2017) encontraram valores de
solubilizagao de até 191 mgP.L-' em meio de cultura liquido P-Ca utilizando
isolados do género Bacillus. Entretanto, a capacidade de solubilizagdo de
P por isolados de Bt, ainda que baixa, pode representar um acréscimo no
acumulo de fésforo nas plantas, o que futuramente podera ser avaliado. As
cepas de B. thuringiensis utilizadas neste estudo foram originalmente isoladas
para serem usadas no controle bioldgico de pragas. Valicente e Barreto (2003)
avaliaram a colecao de B. thuringiensis em bioensaios contra Spodoptera
frugiperda e calcularam a taxa de mortalidade de lagartas provocada por
cada isolado. Ao relacionar os dados de solubilizagao de fosfato tricalcio (P-
Ca), obtidos neste trabalho, com os dados de mortalidade de S. frugiperda,
observou-se que 6 dos melhores B. thuringiensis solubilizadores de fosfato,
os isolados CBE1360, CBE1654, CBE1745, CBE1930, CBE1943 e CBE2060,
com liberagao de P soltvel variando de 24,98 a 28,79 mgP.L"', apresentaram
também eficiéncia no controle bioldgico de pragas, com taxa de mortalidade
de S. frugiperda acima de 80% (Tabela 1). Estes isolados constituem
potenciais candidatos para serem utilizados no desenvolvimento de produtos
agricolas multifuncionais, ou seja, produtos com agao biopesticida e também
biofertilizante.
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Tabela 1. Valores de pH e liberagdo de fésforo soluvel, produgéo de acido
indolacético(AlA) e inibicdo contra Fusarium verticillioides e Colletotrichum
graminicola, por isolados de B. thuringiensis.

Solubilizagao de

P.Ca* Produ- Taxa de Inibicao (%)*
Mortalida- cgao de =
isolado P PH e (%) AIA  Colletotrichum ' usarium
(mg.L") . verticillio-

(ug/mL)*  graminicola ides
Controle 0,24 a 6,72 c - 0,00 a 0,00 a 0,00 a
CBE26 26,83d 4,78b 37,8 499 c 46,53 c 6,93 b
CBE28 2398c 4,75b 12,8 6,50 d 42,57 c 7,80 b
CBE43 2526d 4,78b 10,4 3,27b 49,50 c 14,29 ¢
(oS kLA 28,03d 4,68a 13,0 3,22b 44,55 c 9,09 b
({70 21,17b 4,80b 30,4 421c 45,54 c 0,00 a
CBE291 2243¢c 4,72b 20,8 3,32b 43,56 ¢ 14,29 c
CBE338 2563d 4,70b 12,5 2,90 b 52,47 ¢ 2,163 a
CBE508 19,25b  4,82b 0,0 509c 33,66 b 0,00 a
CBE583 17,06b 485D 283 249b 43,56 c 520a
CBE902 20,60b 4,66a 21,7 2,18 b 53,28 d 4,67 a
CBE978 23,42c 449a 87,0 3,38b 0,00 a 13,89 ¢
CBE998 2263c 4,76b 60,0 3,48 b 8,70 a 16,67 ¢
(=1 IEER 26,66d 4,74b 16,7 1,13 a 34,78 b 9,26 b
(OIS WEFAN 2553d 4,72b 50,0 4,88 c 47,83 c 10,19 b
(1S VYLl 2510d 4,59a 20,0 6,39d 49,56 c 12,96 ¢
(IS PLEM 26,95d 4,67 a 13,0 431c 61,74 d 1,11b
(=I5 PZEM 2727d 4,34a 25,0 3,58 b 60,00 d 741b
(=15 Pyl 2656d 4,53a 8,7 3,06 b 61,74 d 11,11 b
(IS KVl 2761d 4,73b 17,4 4,15¢ 50,41 ¢ 8,33 b
(]S KV 28,79d 4,83b 81,8 420c 53,91d 14,82 ¢
(IS Kyl 26,78d 4,74b 58,3 7,96d 58,18 d 4,60 a
(=1 POE 2540d  460a 12,5 4,30 c 46,36 c 4,60 a
(=1 RYAN 26,85d 4,85b 63,1 4,52 ¢c 57,27 d 0,00 a
(IS EIyAN 2484d 4,74b 79,0 3,84b 54,55 d 5,75b
(IS LY 2377c 4,75b 34,7 7,69d 35,76 b 25,29d
(=1 GEYA 2567d  4,71b 86,3 5:30ic 58,18 d 17,24 ¢
(IS V(XN 28,14d 486D 52,0 571d 42,73 c 575b
(IS VY 2246c 4.81b 59,0 587d 61,91d 230a
(OZIVEL 28,42d 4,56 a 85,0 4,57 ¢ 53,64 d 17,24 c
(]S VB 2570d 4,66a 22,7 3,63b 62,73 d 230a
(=1L 2589d 4,73b 18,2 6,81d 66,94 e 31,00 d
(=IO 2560d  4,77b 36,3 4,93 c 65,29 e 32,00d
(=1 R 2581d 4,79b 90,0 6,03d 57,85d 21,00c
(=R 2364c  4,64a 19,0 6,83 d 66,94 e 27,00 d
(-1 EEXEN 2498d 4,64a 83,3 0,00 a 57,85 d 7,00 b
(1S LY 2535d 486D 76,2 3,58 b 59,50 d 11,00 b
(0:]VILZ 23,82c 4.64a 85,7 577d 59,50 d 233a
(0:]=VILEE 1950b 4,60a 33,3 2,59b 50,41 ¢ 10,00 b
(=17 LiLV 26,67d 4,82b 80,9 514c 57,85 d 8,00 b
(=12l 2599d 4,95b 54,5 4,62 c 60,33 d 1,67 a
(0:1vI:y)l 20,45b 4,71b 4,2 5,04 c 52,29 ¢ 7,00 b
(0:]yIix M 2598d 4,78b 8,3 3,94 b 76,23 e 3,67 a
(0:]=P[k[8 28,68d 4,68a 0,0 4,98 ¢ 50,82 ¢ 0,00 a
(=PI ZUM 2584d 4,66a 0,0 5,56 ¢ 65,57 e 5,00 a
(==l (lm 27.16d 479D 12.5 462c¢c 61.47d 4672

*Médias seguidas de mesma letra, para cada parametro analisado, nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
**Mortalidade obtida em bioensaios contra Spodoptera frugiperda (Valicente; Barreto, 2003)
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Producao in vitro de AIA dependente de triptofano

Dos 45 isolados avaliados, quarenta e trés apresentaram capacidade de
producdo de AIA dependente de triptofano. Dez isolados foram os maiores
produtores de AlA, com valores estatisticamente similares variando de 5,91
a 7,96 ug mL", e apenas os isolados CBE 1048 e CBE 1943 nao produziram
quantidades significativas de AIA (Tabela 1).

Esta auxina esta relacionada com a promogao de crescimento das raizes
e a proliferagao de pelos radiculares, o que pode melhorar a absorgcéo de
nutrientes e agua do solo e, consequentemente, melhorar o crescimento da
planta (Lambrecht et al., 2000; Vacheron et al., 2013). Entretanto, o impacto do
AlAbacteriano no desenvolvimento das plantas pode variar de efeitos positivos
a negativos (Persello-Cartieaux et al., 2003). A faixa efetiva de concentragao
de AlA para promover crescimento vegetal vai depender da espécie de planta
e da sensibilidade do tecido vegetal ao fitorménio (Etesami et al., 2015).
Para algumas espécies de plantas, baixas concentragbées de AIA mostraram
aumentar a taxa de alongamento das raizes, enquanto concentragdes mais
altas provocaram inibicdo do crescimento (Persello-Cartieaux et al., 2003;
Etesami et al., 2015). Em estudos com arroz, por exemplo, Etesami et al.
(2014) demonstraram que isolados bacterianos com baixa capacidade de
producédo de AIA (0-10 uyg mL") e alta capacidade de produgéo de ACC
desaminase foram mais eficientes em colonizar raizes de arroz que isolados
apresentando capacidade de produgéo de AlA de intermediaria (10-20 pg
mL") a alta (>20 pg mL"), porém, com baixa capacidade de produgédo de
ACC deaminase. A relagéo entre AIA e ACC deaminase na promogao de
crescimento vegetal estarelacionada com o etileno, outro importante fitorménio
envolvido na resposta a estresses que pode provocar, entre outros efeitos, a
inibicao do alongamento de raizes (Glick et al., 2007). A producédo de ACC
desaminase por bactérias promotoras de crescimento provoca redugado dos
niveis de 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC), o precursor imediato da
sintese do etileno. Por outro lado, altos niveis de AlA produzidos por bactérias
na rizosfera podem estimular a atividade da enzima ACC sintase, elevando
assim o nivel de etileno (Persello-Cartieaux et al., 2003; Etesami et al., 2015).

Embora a capacidade de producdo de ACC deaminase nao tenha sido
avaliada, os valores de produgao de AlA obtidos neste estudo foram similares
aos encontrados na literatura em trabalhos com B. thuringiensis (Raddadi
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et al., 2008; Vidal-Quist et al., 2013). A relevancia do AIA produzido por
B. thuringiensis para a colonizagdo de raizes e promog¢ao de crescimento
vegetal ainda precisa ser mais bem investigada. Considerando os aspectos
multifuncionais, dos isolados de Bt utilizados neste estudo pode-se destacar
como promissor, para estudos futuros, o isolado CBE1930, que apresentou
capacidade de solubilizagcdo de P-Ca de 25,81 mgP.L", produgdo de 6,03 ug
mL" de AIA e taxa de mortalidade de S. frugiperda de 90% (Tabela 1).

Fixagao de nitrogénio

N&o existem, até o momento, relatos na literatura de linhagens de B.
thuringiensis capazes de fixar nitrogénio. Contudo, analisando 16 genomas
de B. thuringiensis, disponibilizados no banco de dados do KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes, 2018), foi possivel identificar a presencga
de genes anotados como nitrogenases ou outras proteinas hipotéticas
possivelmente envolvidas na fixagdo bioldgica de nitrogénio (Tabela 2).
Para verificar se os isolados de B. thuringiensis utilizados neste trabalho
possuem capacidade de fixagdo biolégica de nitrogénio, foram realizados
ensaios de formacao de pelicula em meio de cultura semissélido sem fonte
de nitrogénio (Figura 2). Bactérias fixadoras de nitrogénio quando inoculadas
em meio semissolido se deslocam para a regido do meio de cultura onde a
taxa de difusdo de oxigénio esta em equilibrio com a taxa de respiragao das
bactérias. Nessa faixa, formam-se peliculas em forma de véu, movendo-se
em direc&o a superficie, quando as células atingem numero suficientemente
elevado, para escoar o oxigénio excessivo que se acumula em volta delas,
ativando assim a nitrogenase (D&bereiner et al., 1996). Nenhum dos isolados
de B. thuringiensis testados foi capaz de apresentar formagéo de pelicula em
meio LGI (Baldani, 1984). Os genes de fixagdo de nitrogénio presentes no
genoma de B. thuringiensis podem ser resquicios do passado evolutivo e nao
codificaram proteinas ativas, entretanto, a capacidade de fixagao biolégica de
nitrogénio ja foi observada para outras espécies do género Bacillus (Xie et al.,
1998; Ding et al., 2005).
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e | |
Figura 2. Teste de formagéo de pelicula em meio de cultura semissdlida sem fonte de nitrogénio.
Frascos contendo meio LGI semissélido foram inoculados com Azospirillum sp. (frasco da
esquerda) ou Bacillus thuringiensis (frasco da direita). A presencga de pelicula indicadora da

fixacdo de nitrogénio foi observada apenas no frasco inoculado com Azospirillum sp (seta
branca).

21
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Antagonismo contra fungos fitopatogénicos

Todos os 45 isolados de Bt foram testados quanto ao seu potencial de
inibicdo contra os fungos fitopatogénicos F. verticillioides e C. graminicola
(Tabela 1, Figuras 3 e 4). Com excegao dos isolados CBE978 e CBE998,
todos os isolados de Bt apresentaram inibigdo significativa do crescimento
de C. graminicola. Ja em relagédo a F. verticillioides, 16 isolados de Bt nao
apresentaram capacidade antagbnica significativa contra este fungo.
Provavelmente esses isolados nao sdo capazes de produzirem substancias
antagénicas ou produzem quantidades insuficientes para inibir o crescimento
de F. verticillioides. Os isolados CBE1516, CBE1858, CBE1870 e CBE1939
apresentaram os maiores resultados de inibigdo contra F. verticillioides,
com percentagem de inibi¢cdo variando de 25,29% a 32,00%. Ja os isolados
CBE1858, CBE1870, CBE1939, CBE2635 e CBE2640 apresentaram as
maiores taxas de inibicao contra C. graminicola, com percentagem de inibigao
variando de 65,29% a 76,23%. Dentre estes, destacam-se os isolados
CBE1858, CBE1870 e CBE1939, que apresentaram maior capacidade de
inibicao contra os dois fitopatdgenos avaliados. De forma geral, quando
comparados os resultados obtidos com os dois fungos, os isolados de Bt
apresentaram alta capacidade antagonista contra C. graminicola e capacidade
antagonista intermediaria contra F. verticillioides. O mecanismo de inibicao
do crescimento de fungos filamentosos por Bt parece ser independente da
producao de cristais com atividade inseticida, pois os isolados de Bt que
apresentaram maior atividade antagonista ndo apresentaram alta mortalidade
contra S. frugiperda (Tabela 1). Este efeito inibitério pode estar relacionado
com a producgao por Bt de quitinases ou de outras enzimas que podem ter
acgao contra a parede celular fungica (Gomaa, 2012).

O potencial de B. thuringiensis para atuar como antagonista de fungos
fitopatogénicos também foi avaliado por outros autores. Passari et al. (2014)
isolaram 16 isolados de Bt a partir de solo rizosférico e verificaram que nove
destes isolados apresentaram atividade inibitoria significativa contra os
fungos Fusarium culmorum, Fusarium graminearum e Fusarium oxysporum,
com percentagem de inibicdo variando de 47% a 76%. Batista Junior et al.
(2002) avaliaram o antagonismo de dois isolados de B. thuringiensis contra
os fungos Fusarium solani f. sp. phaseoli, Fusarium solani f. sp. glycines,
Fusarium oxysporum e Colletotrichum sp. Ao longo de 26 dias de incubagéo,
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os isolados de Bt testados apresentaram niveis variaveis de inibicao contra
os fitopatégenos. O crescimento de Colletotrichum sp. foi inibido durante
todo o periodo de incubagéo, enquanto a inibigdo de F. oxysporum ocorreu
apenas até o sétimo dia de incubacgao. Interessantemente, o isolado de Bt
produtor de cristais proteicos com atividade inseticida apresentou maior
capacidade antagonista que o isolado mutante ndo produtor de cristais
proteicos. O isolado de Bt produtor de cristais foi capaz de inibir o crescimento
de Colletotrichum sp. e dos isolados de F. solani durante todo o periodo de
incubagdo. Remuska e Pria (2007) também avaliaram in vitro o antagonismo
de B. thuringiensis contra fungos fitopatogénicos e compararam com
Trichoderma sp. Os autores observaram que estes dois agentes antagonistas
foram eficientes na inibigdo de Sclerotium rolfsii, porém B. thuringiensis
mostrou-se mais eficiente que Trichoderma sp. no controle bioldgico dos
fitopatdégenos Diaporthe phaseolorum, Pythium aphanidermatum, Monilinia
fructicola, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani e F. solani. A bactéria B.
thuringiensis, além de inibir o crescimento da col6nia de S. sclerotiorum em
37,44 %, nado permitiu que o fungo formasse esclerddios, que sdo estruturas
de resisténcia que garantem a sobrevivéncia dele no solo por até oito anos
(Remuska; Pria, 2007).

verticillioides, em meio sélido BDA. Em cada placa foram feitas inoculagdes em triplicata na
forma de pontos. O didmetro da colénia do fungo (seta preta) crescido na presenca de B.
thuringiensis (seta branca) (placa esquerda) foi comparado com o didametro da coldnia do fungo
crescido na auséncia de B. thuringiensis (placa direita).
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Figura 4. Teste de confronto direto, em meio sélido BDA, para verificar a atividade antagonista de
Bacillus thuringiensis contra Colletotrichum graminicola. Em cada placa foram feitas inoculagdes
em triplicata do fungo fitopatogénico. O diametro da coldnia do fungo (seta branca) crescido na
presenca de B. thuringiensis (seta preta) (placa esquerda) foi comparado com o didmetro da colénia
do fungo crescido na auséncia de B. thuringiensis (placa direita).

Os fungos C. graminicola e F. verticillioides sdo agentes etioldgicos de
doencas na cultura de milho. Aantracnose, causada pelo fungo C. graminicola,
ocasiona nas plantas infectadas quebra de colmo, seguida de acamamento,
até a morte prematura da planta (Ferreira; Casela, 2001). O fungo F
verticillioides € um patégeno amplamente distribuido nas principais regides
produtoras de milho do Brasil e do mundo, causando severas podriddes em
raizes, colmos e grédos (Fernandes; Oliveira, 1997). Os resultados obtidos
neste estudo mostraram que isolados de Bt podem ser utilizados no controle
biolégico desses importantes fitopatdogenos.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo indicam que, além do seu uso para
controle bioldgico de pragas, os isolados de B. thuringiensis, pertencentes
a Colegao de Microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo, apresentaram
potencial intermediario para a promogao de crescimento e plantas e alto
potencial para o controle bioldgico de fungos fitopatogénicos.

Entre os isolados de Bt avaliados, foi possivel selecionar alguns isolados
promissores paraserem utilizados em estudos futuros: trés isolados (CBE1858,
CBE1870 e CBE1939) que apresentaram altas taxas de inibigéo contra todos
os fitopatégenos testados (30-66% de inibi¢cao); e seis isolados (CBE1360,
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CBE1654, CBE1745, CBE1930, CBE1943 e CBE2060) com capacidade
de solubilizacdo de P-Ca que foram previamente caracterizadas com alta
atividade inseticida contra Spodoptera frugiperda (81-86% de mortalidade).
Os isolados selecionados precisam ser testados em plantas para validar seu
potencial como promotores de crescimento vegetal e agentes de biocontrole,
tornando-se candidatos ao desenvolvimento de novos produtos biolégicos
multifuncionais para a produgao agricola.
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