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s tratamentos fitossanitarios

constituem uma rotina nos

cultivos agricolas, os quais

visam o controle de plantas

daninhas, insetos e fitopato-

genos. Como agentes do ma-
nejo integrado das culturas, os pesquisa-
dores tém priorizado a aplicacao de inimi-
gos naturais (parasitoides e predadores),
extratos vegetais e microrganismos. Nesse
contexto, dados referentes as interacoes
desses agentes de controle sio apresenta-
dos, com énfase nas bactérias entomopa-
togénicas da espécie B. thuringiensis. Con-
siderando o controle biolégico de fitopa-
togenos, a doenca ndo € sO a interacio entre
patogeno e hospedeiro, mas o resultado
da interacao entre patégeno, hospedeiro e
uma série de microrganismos nao patogé-
nicos que também repousam no sitio de
infeccao. Esses agentes nao patogénicos po-
dem limitar ou aumentar a atividade do pa-

tégeno, ou a resisténcia do hospedeiro. O
sucesso do biocontrole depende das pro-
priedades antagonistas e dos mecanismos
de aciao do hiperparasita. Desse modo,
nesse trabalho sio apresentadas varias pes-
quisas que relatam o efeito antagbnico de
B. thuringiensis aos fungos fitopatogénicos.
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1.1 Interacoes de métodos
de controle de insetos

O interesse por obter produtos agrico-
las em sistemas sustentdveis estimula o es-
tudo e o uso de estratégias do Manejo In-
tegrado de Pragas (MIP) e do Manejo Eco-
logico de Pragas (MEP). Sendo assim, ex-
tratos vegetais apropriadamente seleciona-
dos e em concentracdes adequadas podem
ser usados em associacio com entomopa-
tégenos obtendo-se efeitos aditivos ou si-
nergéticos no controle (Saito & Luchini,
1998).

Segundo os autores, o efeito estressor
desses extratos sobre a praga pode deter-
minar uma acao mais rapida do entomopa-
tégeno e/ou um maior indice de mortali-
dade. Assim essa associacdo pode ser posi-
tiva ou benéfica quando o inseto-alvo tem
mecanismos comportamentais de defesa
contra entomopatégenos, quando as con-
dicdes ambientais nao sio favordveis ou as
quantidades de in6culo necessarias sao ele-
vadas.

Nesse sentido, Lucho (2004) estudou a
interacdo entre B. thuringiensis aizawai e
extrato de folhas de Melia azedarach (ci-
namomo) para o controle de lagartas de
Spodoptera frugiperda, em laboratorio. Na
pesquisa foram avaliados quatro tratamen-
tos: extrato de folhas de M. azedarach; B.
thuringiensis aizawai; mistura de B. thu-
ringiensis aizawai e extrato de M. azeda-
rach; controle (dgua destilada) sendo a
mortalidade das lagartas observada diaria-
mente, até o sétimo dia apés aplicacao dos
tratamentos (DAT). O uso de B. thuringi-
ensis, isoladamente ou em associacao com
o extrato de M. azedarach mostrou-se letal
no 12 DAT. Nas lagartas submetidas somente
a0 extrato, a mortalidade iniciou aos 2 DAT
e ao final do bioensaio, a mortalidade acu-
mulada foi maior na associacao do biopes-
ticida e do inseticida botanico. Os percen-
tuais de mortalidade de S. frugiperda ob-
servados aos 7 DAT foram de 55, 70 e 90%
para os tratamentos com extrato, B. thu-
ringiensis aizawai e a associacao de B. thu-
ringiensis aizawai com extrato de M. aze-



Tabela 1. Aplicacdes simultineas de entomopatogenos e extratos vegetias no controle de pragas de graos
armazenados (adaptada de Sabbour, 2003

Plantas
Folhas de T. distichum

Oleo volatil de 7. distichum

Oleo volatil de B. carterri

Insetos

Plodia interpeculata
Ephesia cautella
Epbhesia kiiebniella
Plodia interpeculata
Epbhesia cautella
Epbhesia kiiebniella
Plodia interpeculata
Ephesia cautella
Epbhesia kiiehniella

B. thuringiensis

Redugdo da CL_, (%)

B. bassiana

71 45
63 35
69 20
67 43
63 43
74 34
67 30
72 46
79 38

darach, respectivamente. Assim, foi obser-
vado um efeito sinérgico dos ingredientes
ativos de B. thuringiensis aizawai e extra-
to de M. azedarach contra S. frugiperda,
pois o resultado da associacdo foi superior
ao uso dos bioinseticidas isoladamente.

Apesar disso, a interacaio de métodos
de controle nem sempre apresenta o efeito
desejado sobre o inseto. Isso foi demons-
trado por Berlitz (2000) que utilizou B. thu-
ringiensis simultaneamente com o cinamo-
mo, M. azedarach. As concentracoes utili-
zadas nesse trabalho nio demonstraram
eficiéncia, pois a mortalidade do lepidop-
tero S. frugiperda foi de, apenas 6% e para
larvas do coledptero Oryzophagus oryzae
foi de 11%. Esse fato pode estar associado
a um possivel efeito inibitorio da bactéria
sobre o extrato vegetal ou vice-versa.

Em relacao ao uso simultaneo de bio-
inseticidas, Sabbour (2003) realizou ensai-
os com extrato das folhas e dleo volatil de
Taxodium distichum (L. Rich) e Boswella
carterri, em combinac¢io com a bactéria B.
thuringiensis e o fungo Beauveria bassia-
na (Vuillemin, 1912), em pragas de produ-
tos armazenados. Em seus resultados a com-
binacao dos entomopatégenos com as plan-
tas, reduziu significativamente o valor da
Concentragio Letal Média (CL, ), conforme
mostra a Tabela 1.

De acordo com Novan, (1992) a utili-
zacao de extratos vegetais reduz a alimen-
tacao do inseto através de seus aleloquimi-
cos, 0 que otimiza a atividade inseticida do
microrganismo, resultando em um maior
indice de mortalidade.

Ja os autores Zhang et al. (2000) utili-
zaram B. thuringiensis kurstaki em diferen-
tes concentracoes e suplementado com trip-
sina de soja mostrando uma inibicao no
crescimento larval de H. armigera (P<0,05).
Em ensaios in vitro e in vivo, os autores
comentam que a degradacao das toxinas
de B. thuringiensis pode ser inibida pela
tripsina da soja. Os dados sugerem que o
tempo de retencio das toxinas no intesti-
no médio das larvas foi estendido, ocor-
rendo também um sinergismo entre os cris-
tais inseticidas da bactéria e os inibidores
de tripsina da soja.

No caso do uso interativo de B. thu-
ringiensis com nematoides entomopatogé-
nicos, Koppenhofer e Kaya (1997) utiliza-

ram B. thuringiensis japonensis ¢ nematoi-
des em larvas de Cyclocephala hirta e C.
pasadenae (Coleoptera: Scarabaeidae) mos-
trando que essa interacao apresentou mai-
or mortalidade que os tratamentos indivi-
duais, viabiliando assim o uso integrado
desses organismos.

B. thuringiensis também pode ser utili-
zado em combinagio com outros micror-
ganismos para o controle de insetos-praga.
Nesse sentido, Broderick et al. (2000), iden-
tificaram um aumento de 35% da mortali-
dade do lepidéptero Lymantria dispar(L.)
quando usado B. thuringiensis e zitermici-
na A de B. cereus, sendo que a zitermicina
¢ responsavel pelo efeito sinergético dos
microrganismos. Primeiramente porque
essa substancia acumula-se em grandes
quantidades nas culturas de B. cereus, se-
gundo porque quando utilizada individu-
almente nao causa efeito sobre o inseto,
somente em combinagao com B. thuringi-
ensis, aumentando a mortalidade de L. dis-
par.

Os resultados de Wraight & Ramos
(2005) também demonstram sinergismo de
35,2; 33,8; e 21,1% quando utilizado simul-
taneamente um produto comercial a base
de B. thuringiensis e do fungo B. bassiana
em Leptinotarsa decemlineata. Esses auto-
res revelam que a interacao pode ter sido
ocasionada pela intoxicacio causada pelo
entomopatdgeno, inibindo a alimentacao
do inseto, ocasionando uma situacio de
estresse, e efeitos fisiologicos, o que facili-
tou a penetracao do fungo no inseto. Efei-
tos semelhantes também foram observados
por Ma et al. (2008), quando utilizada a
proteina Cry 1Ac de B. thuringiensis com
B. bassiana. Esses autores observaram efei-
tos deletérios na mortalidade das larvas de
Ostrinia furnacalis (Lepidoptera: Crambi-
dae), além de diminui¢ao na formacao de
pupas e na emergéncia dos insetos adul-
tos.

Os autores Brousseau et al., (1998) tam-
bém encontraram efeitos sinergéticos quan-
do avaliada a combinacao de B. thuringi-
ensis kurstaki com destruxinas do fungo M.
anisopliae para combater larvas de Choris-
toneura fumiferana (Clemens, 1865) (Le-
pidoptera: Tortricidae).

Outra forma de controle integrado foi
avaliada por Petry et al. (2004) utilizando

B. thuringiensis e controle mecanico de es-
pécies de Simulium, revelando 88,83% de in-
dice reducional médio de larvas dos mos-
quitos. Jd Andrade & Modolo (1991) testa-
ram B. thuringiensis israelensis em mistura
com o pesticida temephos contra A. aegypti
causando 91 e 98% de mortalidade corrigida,
diminuindo o tempo letal médio. O modo
de acdo das proteinas de B. thuringiensis is-
raelensis foi avaliada por Gémez et al. (2007)
demonstrando que a presenca da proteina
CytlAa aumenta a capacidade de ligacdo, na
membrana intestinal do inseto, da proteina
CryllA. Isso porque a proteina Cyt depois
de solubilizada expoe regioes especificas na
membrana, promovendo a ligacao da prote-
ina Cry e aumentando assim, sua atividade
inseticida.

Essas informacoes indicam que se torna
cada vez mais importante as pesquisas nessa
area, uma vez que a aplicacao de inseticidas
quimicos resulta em grandes impactos nos
agroecossistemas, pois atingem nao somente
os inimigos naturais dos insetos, mas tam-
bém contaminam o solo e os lencdis de dgua
subterrineos.

1.2 Interacoes tri-troficas

Para um melhor entendimento dos agro-
ecossistemas, € importante estudar as rela-
coes existentes entre as espécies e suas teias
alimentares, que constituem um complexo de
interacoes troficas onde ha interesse em in-
teracoes tri-troficas visando a utilizacio de
patégenos, parasitoides e predadores, junta-
mente com a planta hospedeira/inseticida.
Essas relacoes podem ser devidamente utili-
zadas nas praticas de manejo de insetos-pra-
g4, uma vez que se torna importante a pre-
servacao de inimigos naturais dos insetos, que
sao também os controladores das populacoes
da praga.

As interacoes tri-troficas podem ser re-
sultantes de dois efeitos: efeito direto da plan-
ta sobre a biologia e o comportamento do
inimigo natural, devido as substincias qui-
micas ou caracteres morfologicos da planta;
ou efeito da planta sobre a praga alterando
seu comportamento, desenvolvimento, tama-
nho, o que afeta também seu inimigo natu-
ral. Essas interacdes sao mais complexas
quando ha mais de uma espécie de inimigo
natural envolvida. Nesse tipo de interacao,
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as plantas sao importantes “meios de co-
municacao”, pois ao serem atacadas por um
herbivoro, liberam substancias volateis pe-
las folhas, as quais orientam as fémeas dos
parasitoides a encontrarem as lagartas e de-
positar seus ovos. Sendo assim, os odores
tém papel fundamental na organizacao dos
individuos nos agroecossistemas (Vendra-
min, 2002; Vilela &Palini, 2002).

As interacoes tri-troficas podem ser
exemplificadas nas culturas da soja e do
milho. A cultura ¢ atacada pela largarta-da-
soja, A. gemmatalis que é combatida atra-
vés da aplicacao de virus, o Baculovirus
anticarsia, e predada por Geocoris sp. No
caso do milho, as lagartas de S. frugiperda
podem ser parasitadas por Trichogramma
sp. e controladas através do entomopat6-
geno B. thuringiensis.

De acordo com Ferry et al. (2004), os
insetos sao causadores de perdas mundiais
entre 10 e 20% da producao agricola. Com
isso as pesquisas na drea biotecnolégica
estudam diferentes formas de induzir a re-
sisténcia de uma planta a seu predador.
Apesar disso as técnicas convencionais de
controle quimico ainda sdo largamente uti-
lizadas, sendo que o controle biologico en-
contra algumas resisténcias, principalmen-
te devido aos elevados custos aos produ-
tores agricolas.

Agrawal (2000) relata que as plantas
podem ser atrativas ou benéficas a alguns
inimigos naturais de herbivoros, mas tam-
bém podem ser toxicas ou prejudiciais a
esses. Assim, as interacoes tri-troficas po-
dem identificar esses mecanismos de modo
a poder manipuld-los, o que ird ampliar o
controle e reduzir o uso de inseticidas.

Os autores Ferry et al. (2004) identifi-
caram diferentes estratégias de defesa das
plantas a seus predadores. Dentre essas,
pode-se citar mecanismos de defesa endo-
genos e moleculares, sinalizacao das plan-
tas e a producao de substancias voldteis.
Em resposta, os insetos também desenvol-
veram estratégias de defesa a esses com-
postos, principalmente através da produ-
cao de proteinases e de mecanismos espe-
ciais de desintoxicacao utilizando, por
exemplo, citrocomo P450, monoxigenases
e glutatione S-transferases.

Entretanto, a complexidade quimica das
plantas pode manipular seus fendtipos e,
conseqlientemente de seus inimigos natu-
rais (Wittstock e Gerhenzon, 2002). Ven-
zon et al. (2001) relatam que, quando inse-
rido uma quantidade de inimigos naturais
ou removendo-se determinadas espécies de
um agroecossistema, uma grande quanti-
dade de interacdes indiretas pode ser es-
perada. Essas interacoes podem ser positi-
vas ou negativas ao controle biologico, de-
vendo-se dar importincia aos niveis de in-
teracoes entre as espécies.

As interacoes tri-troficas também podem
ser exemplificadas através do trabalho de
Dequech et al. (2005) que avaliaram lagar-
tas de S. frugiperda parasitadas por Cam-
Dpoletis flavicincta e infectadas por B. thu-

ringiensis aizawai. Em seus resultados o
uso conjunto dos componentes biologicos
citados, aumentou a mortalidade do inse-
to-praga e diminuiu seu consumo de ali-
mento.

Resultados semelhantes foram encon-
trados por Moraes et al. (2004) que identi-
ficaram a influéncia de silicio em plantas
de trigo, no pulgao-verde (Schizaphis gra-
minum) e seus inimigos naturais. Os da-
dos desses autores mostram que a aplica-
¢io de silicio na cultura aumentou a resis-
téncia das plantas de trigo diminuindo a
preferéncia alimentar do pulgao-verde, nao
afetando seus inimigos naturais.

Através desses trabalhos nota-se a im-
portancia de novas pesquisas visando iden-
tificar relacoes tri-troficas benéficas e efici-
entes que podem ser utilizadas junto as
praticas de Manejo Integrado de Pragas.

1.3 Compatibilidade de
produtos fitossanitarios com Bacillus
entomopatogénicos

O controle biolégico ocorre natural-
mente no ambiente através da acao de ini-
migos naturais, mantendo em niveis relati-
vamente baixos as populacoes de inime-
ras pragas (Lacey et al. 2001). As bactérias
Bacillus thuringiensis e B. sphaericus sio
entomopatoégenos que desempenham o
papel de agentes de controle microbiano
de pragas de importincia agricola e veto-
res de agentes etiologicos de doencas hu-
manas (De Maagd et al., 2003). Diante dis-
so, a utiliza¢io e conservacio desses mi-
crorganismos, dentro de agroecossistemas,
¢ uma das estratégias utilizadas no Manejo
integrado de Pragas, ja que sdo encontra-
das naturalmente nesses ambientes. Assim,
torna-se importante conhecer a a¢io dos
produtos fitossanitdrios, determinando a sua
seletividade e compatibilidade sobre os en-
tomopatégenos, com o objetivo de mini-
mizar os impactos tanto no ambiente quanto
na microbiota residente (Batista-Filho et al.,
200D).

A excessiva aplicacio de defensivos
agricolas vem ocasionando uma série de
desequilibrios ambientais, especialmente
nas populacoes de entomopatogénos, ve-
rificadas atraves da inibicao do crescimen-
to, esporulacao, mutagoes genéticas, redu-
¢ao da toxicidade a determinada praga,
influenciando diretamente no estabeleci-
mento e sobrevivéncia (Alves et al., 1998).
No entanto, a acio dos agroquimicos so-
bre os microrganismos pode variar em fun-
¢ao da espécie e linhagem do microrganis-
mo, como também da formulacio quimica
e dosagens dos produtos (Batista-Filho et
al., 2001). Contudo, alguns produtos apre-
sentam seletividade aos entomopatégenos,
podendo potencializar o seu efeito e con-
tribuir para o controle do inseto-alvo (Benz,
1971; Chen et al., 1974). Assim, a associa-
cao de inseticidas quimicos e biologicos
contribuem para minimizar os efeitos ne-
gativos sobre os agroecossistemas (Chen
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et al., 1974; Batista-Filho et al., 2001).

Grande parte das reacoes dos pesticidas,
atualmente utilizadas no controle de pragas,
¢ desconhecida devido a caréncia de infor-
macoes a respeito da compatibilidade desses
produtos sobre entomopatogenos (Morris,
1977). Para B. thuringiensis, majoritariamen-
te os trabalhos realizados sobre intera¢ao sio
proveniente da década de 70, como reflexo
da demasiada aplicacio de inseticidas sintéti-
cos orgidnicos como hidrocarbonetos clorina-
dos, oganofosforados, metilcarbamatos e pi-
retroides (Casida e Quistad, 1998). Para B.
sphaericus, quase a totalidade dos trabalhos
se referem a toxicidade as larvas de dipteros,
ressaltando a importincia de estudos que vi-
sam a protecao desse inimigo natural, através
da compatibilidade com os pesticidas quimi-
Cos.

Ainda na década de 70, Doughert et al.
(1971) obtiveram respostas variadas na sensi-
bilidade de B. thuringiensis thuringiensis em
funcao dos diversos solventes utilizados para
0s mesmos pesticidas. A presenca de emulsi-
ficantes e outros aditivos concentrados, utili-
zados nas preparacoes, podem gerar proble-
mas de compatibilidade com entomopatége-
nos devendo ser considerado na elaboracao
de novas formulacoes comerciais (Morris,
1977). O mesmo autor testou a compatibili-
dade de 27 pesticidas sobre a germinacao e
replicacao de B. thuringiensis kurstaki, con-
cluindo que o grupo dos carbamatos foram
os mais compativeis, as piretrinas altamente
bacteriostaticas e os produtos acefato, triclor-
fon, metomil, carbaril, mexacarbato e PH 60-
40 (derivado da uréia) podem ser utilizados
em conjunto com a bactéria.

Os trabalhos mais atuais nessa linha de
pesquisa avaliaram o efeito de diferentes con-
centracoes de defensivos agricolas sobre mi-
crorganismos entomopatogénicos. Especial-
mente para B. thuringiensis, os dados mos-
tram que tiametoxam, carbosulfan, diafentiu-
ron, imidacloprid, acefato, utilizados nas con-
centracdes maximas, nao apresentaram dife-
renca significativa nas unidades formadoras
da coldnia - UFC (Batista-Filho et al., 2001;
Batista-Filho et al., 2003; Almeida et al., 2003).
Por outro lado, essas pesquisas revelam que
endosulfan, monocrotofés, deltametrina e ci-
proconazole + tiametoxam inibiram a forma-
cao das coldnias. Ja, na concentracao mini-
ma, o diafentiuron foi sinérgico e o tiameto-
xam e ciproconazole + tiametoxam nao afe-
taram B. thuringiensis. Utilizando ambas as
concentracoes, o endosulfan, deltametrina e
profenofés + lufenuron inibiram as colonias
da bactéria e tiametoxam + cipermetrina fo-
ram compativeis.

H4 poucas pesquisas que avaliam a com-
patibilidade de bactérias entomopatogénicas
com os pesticidas mais utilizados em diver-
sas culturas, como por exemplo, o arroz irri-
gado. No caso, Azambuja (2006) testou seis
produtos fitossanitarios, comumente utiliza-
dos na orizicultura irrigada, sobre as bactéri-
as B. thuringiensis e B. sphaericus, em con-
dicoes laboratoriais e observou que os herbi-
cidas glifosato e propanil foram significativa-



mente antagbnicos ao desenvolvimento de B.
thuringiensis, e os mesmos produtos, inclu-
indo o fungicida azoxistrobina, reduziram o
crescimento de B. sphaericus, afetando esse
microrganismo com mais intensidade. Entre-
tanto, relatou uma provavel compatibilidade
dos herbicidas quincloraque e pirazosulfuron-
etil e o inseticida fipronil para ambos ento-
mopatogenos naturais do solo, propondo a
sua utilizacao em Programas de MIP.

Complementando os dados anteriores,
Batista-Filho et al. (2001) verificaram que o
inseticida fipronil apresentou um efeito sinér-
gico aumentando a UFC de B. thuringiensis
(Dipel®) quando utilizado na concentra¢ao mi-
nima, mas nao teve influéncia quando utili-
zado na concentracao maxima. Entretanto,
Rohr (2005) mostrou que azoxistrobina, quin-
cloraque e fipronil ndo apresentaram intera-
¢oes significativas sobre os bioinseticida de
B. thuringiensis kurstaki (Dipel®) e B. thu-
ringiensis aizawai (Xentari®).

Os dados dos ensaios realizados in vitro
expoem a0 maximo 0s microrganismos a acao
dos produtos fitossanitarios, podendo diferir
das condicdes de campo, onde outros fato-
res interferem, diminuindo a intensidade das
reacoes. Nesse sentido, Alves et al. (1998) sa-
lientam que a seletividade de um produto
testado in vitro pode ser confirmado em cam-
po, mas o antagonismo apresentado em la-
boratério nem sempre pode ser verificado no
campo.

Os dados referentes as interacdes entre
entomopatégenos e pesticidas em condicoes
de campo sao ainda mais reduzidos (Alves et
al., 1998). Nesse enfoque, Azambuja (20006),
em laboratério, concluiu que os agroquimi-
cos: fipronil, azoxistrobina, quincloraque, gli-
fosato, propanil e pirazosulfuron-etil nao in-
terferiram na abundancia de B. thuringiensis
nem de B. sphaericus. Ressaltando esse pa-
drao, Batista-Filho et al. (2001) estudaram a
compatibilidade do tiametoxam e B. thurin-
giensis (Dipel®), aplicados em lavouras de
feijao, revelando que o inseticida nio inter-
feriu no potencial de inéculo do entomopa-
tégeno, assim como in vitro, recomendando
a utilizacdo do produto em conjunto com a
bactéria. Conforme foi verificado, no ambi-
ente natural, os diversos fatores bidticos e
abidticos atuam minimizando os possiveis
impactos sobre os Bacillus spp. da acao dire-
ta dos produtos fitossanitarios (Alves et al.,
1998).

Em outro trabalho, Das et al. (2003) veri-
ficaram a influéncia de dois inseticidas em
diversos microrganismos presentes nos solos
de cultivo de arroz. Esses autores mencio-
nam que forato e carborufam estimularam o
crescimento das populacdes de bactérias e as
propor¢des de Bacillussp. No entanto, o efei-
to sinérgico de carbofuram foi mais pronun-
ciado. Esse fato esta relacionado a capacida-
de de alguns microrganismos desse género
utilizarem o inseticida e degradarem seus pro-
dutos para o seu proprio desenvolvimento
no solo.

Como ja mencionado, na literatura a res-
peito de interacoes de microrganismos ento-

mopatogénicos e agroquimicos, em condi-
¢oes de campo, é muito restrita e quase a
totalidade dos trabalhos realizados dessa
natureza se referem aos fungos entomopa-
togénicos avaliados in vitro. A falta de pa-
dronizacao na realizacao dos testes ¢ um
dos problemas desse tipo de estudo que,
em muitos casos, nao permite uma compa-
racio efetiva entre os produtos (Alves er
al., 1998).

Diante disso, os microrganismos ento-
mopatogénicos que habitam naturalmente
0s agroecossistemas devem ser preserva-
dos através de técnicas culturais e princi-
palmente na utilizacao de pesticidas com-
pativeis nao comprometendo o MIP (Almei-
da et al., 2003).

1.4 Controle microbiano
de Fitopatogenos

1.4.1 Fungos Fitopatogénicos:

Os fungos constituem um grupo de
organismos que se caracteriza por nunca
apresentarem tecido verdadeiro, por serem
eucarioticos e aclorofilados. A maioria das
espécies fungicas € saprofitica, mas algu-
mas desenvolveram a capacidade de para-
sitar plantas, causando a morte ou um re-
tardamento do desenvolvimento do hos-
pedeiro. Devido aos sistemas intensivos de
producio agricola, o indice e a prevalén-
cia de doencgas tém aumentado significati-
vamente, podendo, em alguns casos, cau-
sar perda total da producio. Esse aumento
de doencas em dreas agricolas se deve prin-
cipalmente ao desequilibrio entre as dife-
rentes populacdes microbianas do solo, do
rizoplano, do fitoplano e endofiticas que
interagem com plantas, permitindo o esta-
belecimento e o desenvolvimento dos fun-
gos patogénicos (Esposito & Azevedo,
2004).

Os autores relatam que para o fungo
patogénico colonizar a planta hospedeira,
inicialmente ele precisa quebrar o seu sis-
tema de defesa. Para isso, produz enzimas
hidroliticas (cutinases, celulases, ligninases
e outras) que quebram a cuticula e a pare-
de da celular hospedeira; toxinas que re-
duzem ou inibem completamente a ativi-
dade das células da planta a ser parasitada
e/ou produzem substincias especificas de
plantas (hormdnios) que quebram o equi-
librio fisiolégico da célula vegetal, causan-
do distarbios no crescimento e na diferen-
ciacao das células da planta (Esposito e Aze-
vedo, 2004).

Em geral, os fungos patogénicos apre-
sentam trés estiagios de colonizac¢io da plan-
ta hospedeira. Esses estdgios sio caracteri-
zados pela germinacio do esporo na su-
perficie dos tecidos da planta hospedeira,
pelo reconhecimento da superficie, pela
formacao de apressorio e pela penetracao
nos tecidos vegetais. Estando no interior
da planta, o fungo pode colonizar os espa-
cos intercelulares e/ou intracelulares de
forma parasitica e, posteriormente, produ-
zir estruturas reprodutivas que permitam a

sua disseminacao (Esposito e Azevedo, 2004).

1.4.2 Efeitos de B. thuringiensis
em fitopatégenos:

Alguns microrganismos, como bactérias,
fungos e actinomicetos, produzem metabo-
litos capazes de inibir o crescimento de ou-
tros microrganismos. Estas substincias sao
diferentes na sua estrutura e distribuicio, se
restringindo aos poucos compostos e estan-
do presentes em apenas alguns microrganis-
mos (Kennedy, 1999). Os produtos do meta-
bolismo secundario microbiano sio alvos de
pesquisas cada vez mais intensas na busca
de substincias bioativas, para atuacao em di-
versas areas como a agricultura, veterinaria
e farmacia (Woodruff, 1980).

Grande parte dos microrganismos envol-
vidos no controle biolégico atua através de
antibiose, onde ocorre a interagao entre or-
ganismos, um metabdlito produzido por um
deles tem um efeito prejudicial sobre o ou-
tro. A producio de metabdlitos pode resul-
tar na completa lise e dissolucao da estrutu-
ra celular e independe do contato fisico en-
tre os microrganismos (Bettiol & Ghini, 1995),
dessa forma, a busca por microrganismos
antagdnicos a fungos fitopatogénicos tem
aumentado (Benitez et al., 2004). Diversas
espécies de Bacillus sao citadas como pro-
dutoras de antibidticos, podendo secretar me-
tabdlitos comercialmente importantes, como
enzimas aminoliticas e enzimas proteoliticas
(Bettiol & Ghini, 1995).

Bettiol (1988), em trabalho de seleciao
de microrganismo antagdnico a Pyricularia
oryzae, verificou que B. subtilis foi o mais
eficiente em inibir o crescimento micelial do
patdgeno, e constatando também que o an-
tagonista apresenta boas caracteristicas para
uso como agente de controle biolégico, pois,
além de riapido desenvolvimento, tanto em
meio de cultura como na natureza, produ-
zem endosporo e antibidticos, crescem em
larga faixa de temperatura e adaptam-se a
varias condicdes ambientais.

O processo para que ocorra o antago-
nismo exige a degradacao da parede celular
fangica por hidrolases secretada por micror-
ganismos. Como quitina e beta-1,3-glucana
540 0s principais componentes estruturais da
parede celular fingica, quitinases e glucana-
ses podem ser importantes no controle bio-
logico desses microrganismos (Kulminskaya
et al., 2001). Knaak et al. (2007) testaram as
cepas e proteinas CrylAb e CrylAc sintetiza-
das por Bacillus thuringiensis thuringiensis
407 (pH 408) e B. thuringiensis kurstaki HD-
73, respectivamente, sobre os fungos fitopa-
togénicos Pyricularia grisea, Rbizoctonia so-
lani, Fusarium oxysporum e F. solani. Veri-
ficaram que as cepas B. thuringiensis, que
sintetizam as proteinas CrylAb e CrylAc, re-
duziram o crescimento micelial dos fungos
R. solani, P. grisea, F. oxysporum e F. solani
durante o periodo avaliado, quando compa-
rado aos controles. As duas cepas inibiram o
crescimento dos fitopatogenos testados até
sete dias ap6s a incubacao, onde houve di-
ferenca significativa (P<0,05) entre os trata-
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mentos bacterianos e os grupos controle.
Na avaliacao da acao das proteinas CrylAb
e CrylAc, sobre R. solani, P. grisea, F. oxys-
porum e F. solani, nao foi observada a for-
macao do halo de inibi¢ao de crescimento.

Nos resultados obtidos para germina-
cao dos conidios também nao houve dife-
renca significativa (P<0,05) entre o contro-
le e os tratamentos com as proteinas CrylAb
e CrylAc sobre os fungos citados anterior-
mente. Batista-Junior et al. (2002) testaram
duas cepas: B. thuringiensis kurstaki HD1,
produtor do cristal com atividade insetici-
da e B. thuringiensis 407, mutante nao pro-
dutor do cristal protéico, contra os fitopa-
toégenos F. solani, F. oxysporum e Colleto-
trichum sp., concluindo que a auséncia dos
genes produtores do cristal protéico nao
interferiram no poder de degradacao do
micélio pelos isolados de B. thuringiensis
estudados.

O efeito inibitério das cepas de B. thu-
ringiensis nas estirpes dos fungos fitopato-
génicos pode estar relacionado com a pro-
ducao de enzimas que podem ter acao con-
tra a parede celular fingica, ji que algu-
mas bactérias antagonistas de fungos fito-
patogénicos produzem quitinases (Asaka e
Shoda, 1996; Mavingui e Heulin, 1994).
Nesse contexto, Barboza-Corona et al.
(1999) selecionaram e caracterizaram enzi-
mas (quitinases) de B. thuringiensis nati-
vos do México, concluindo que a acao si-
nérgica entre quitinases e proteinas Cry
podem ser aplicadas no controle biologico
de fitopatégenos.

Diferentes tipos de fungos e bactérias
produzem uma grande variedade de enzi-
mas degradantes (Mauch et al., 1988). Sen-
do assim, B. thuringiensis ¢ uma bactéria
que secreta quitinases em meios de cultura
quando cultivada em meio com sais e qui-
tina (Barboza-Corona et al., 2003). Alguns
estudos sugerem que as quitinases de B.
thuringiensis possuem potencial biotecno-
logico contra fungos fitopatogénicos (Es-
cudero-Abarca et al., 2001; Reyes-Ramirez
et al., 2004).

La Vega et al. (2000) testaram 2 enzima
quitinase, purificada de B. thuringiensis
aizawai, a qual produz 66 kDa quitinase
extracelular, nos fungos Fusarium sp. e S.
rolfsii. Os fitopatoégenos foram incubados
com a enzima purificada por 120h, demons-
trando que os valores de inibicao do cres-
cimento de S. rolfsii e Fusarium sp. foram
superiores e estatisticamente diferentes do
controle (11 e 24%, respectivamente). Os
mesmos autores nao encontraram diferen-
cas significativas no crescimento com a
enzima purificada, em comparacao com o
extrato bruto enzimdtico. Melent’ev et al.
(2001) testaram o extrato bruto e purifica-
do de quitinase de Bacillus sp. e descobri-
ram que a enzima purificada perdeu a sua
capacidade de inibir o crescimento de Fu-
sarium oxysporum e Helminthosporium
sativum. No entanto, hi relatos de que al-
gumas cepas bacterianas apresentam uma
relacao direta entre as suas habilidades para

reprimir o crescimento de fungos fitopato-
génicos e para produzir quitinases (Inbar e
Chet, 1991).

Resmuska e Pria (2007) avaliaram o efei-
to dos agentes antagonistas B. thuringien-
sis e Trichoderma sp. no crescimento mi-
celial, sobre os fungos fitopatogénicos: Scle-
rotium rolfsii, Diaporthe phaseolorum,
Pythium aphanidermatum., Monilinia
Jfructicola, Sclerotinia sclerotiorum, Rbhizoc-
tonia solani. Verificaram que a bactéria B.
thuringiensis mostrou-se eficiente no con-
trole de M. fructicola, S. sclerotiorum, F.
solani. e S. rolfsii, impedindo que o fungo
S. sclerotiorum formasse esclerédios. O fun-
go Trichodermasp., exerceu efeito no cres-
cimento micelial do fungo S. rolfsii. B. thu-
ringiensis mostrou-se mais eficiente que
Trichoderma sp. no controle biologico dos
fitopatégenos D. phaseolorum, P. aphani-
dermatum, M. fructicola, S. sclerotiorum,
R. solani e F. solani.
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