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RESUMO

Santos, L.A.L.; Silva, H.S.A.; Pinheiro, L.R.B.; Rocha, L.S.; Braganc¢a, C.A.D; Silva, H.S.A. Biocontrole da antracnose em frutos de mamoeiro
por bactérias epifiticas formadoras de biofilme. Summa Phytopathologica, v.47,n.1, p.45-53,2021.

A fim de se obter agentes de biocontrole para controle da antracnose
em frutos de mamao em pos-colheita, buscou-se: i) selecionar bactérias
epifiticas de mamoeiro antagonistas a Colletotrichum brevisporum pela
produgdo de compostos antimicrobianos difusiveis e volateis, quitinase e
inibicdo da germinagdo de conidios; ii) quantificar a produgdo de biofilme
pelos isolados selecionados; iii) obter uma concentracdo de bactérias que
proporcionasse o controle da antracnose em discos de frutos; iv) avaliar a
redugdo da severidade da doenga em frutos de mamao. De 224 bactérias,
74 exibiram um mecanismo de agdo contra o patéogeno, 13 isolados dois
mecanismos, quatro apresentaram trés, € uma bactéria exibiu todos. Mediante
a verifica¢do da compatibilidade entre antagonistas, ¢ a quantifica¢do da

formagao de biofiolme, estabeleceram-se cinco “Mix” compostos por quatro
isolados bacterianos. Em discos de frutos as bactérias foram avaliadas nas
concentragdes 10° 107 e 10° UFC mL"'. A excegdo do Mix 2, os demais
reduziram significativamente a antracnose nos discos quando comparados
ao controle. Os “Mix” 1, 3, 5, na concentragio 10° UFC mL" exibiram
melhor desempenho reduzindo a doenga em até 75 %, 89,78 % e 90,8 %,
respectivamente. Os Mix 3 e 5, na concentragdo de 108 UFC mL"', foram
avaliados em frutos juntamente com o fungicida sintético Piraclostrobina.
Nao se verificou diferenga significativa entre os Mix e o fungicida, que
atingiu niveis de reducdo da doenga superiores a 97 %, e as combinagdes
com 98 %, frente ao controle nao tratado.
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ABSTRACT

Santos, L.A.L.; Silva, H.S.A.; Pinheiro, L.R.B.; Rocha, L.S.; Braganca, C.A.D; Silva, H.S.A. Biological control of anthracnosis in papaya fruits by
biofilm-forming epiphytic bacteria. Summa Phytopathologica, v.47, n.1, p.45-53, 2021.

Aiming to obtain biocontrol agents for post-harvest anthracnose
control in papaya fruits, the present study sought to: i) select, from
papaya fruits, epiphytic bacteria that are antagonistic to Colletotrichum
brevisporum, based on the production of diffusible and volatile
antimicrobial compounds, chitinase, and conidial germination
inhibition; ii) quantify biofilm production by the selected strains; iii)
obtain a concentration of bacteria that would provide anthracnose
control in fruit discs; iv) evaluate the disease severity reduction in
papaya fruits. Of 224 bacteria, 74 exhibited one mechanism of action
against the pathogen, 13 isolates showed two mechanisms, four isolates
had three mechanisms, and one bacterium showed all mechanisms.
Verification of compatibility between antagonists, as well as biofilm

Keywords: Carica papaya. Biocontrol. Colletotrichum brevisporum.

quantification, led to the formation of five “Mix” composed of
four bacterial isolates. In fruit discs, bacteria were evaluated at the
concentrations 10°, 107 and 10* CFU mL"'. Except Mix 2, the remaining
combinations significantly reduced anthracnose in the discs when
compared to control. Mix 1, 3 and 5, at the concentration 10°* CFU
mL", showed the best performance, reducing the disease severity by
up to 75.0%, 89.78% and 90.8%, respectively. Mix 3 and 5, at the
concentration 10* CFU mL", were evaluated together with the synthetic
fungicide Pyraclostrobin in fruits. There was no significant difference
between the Mix and the fungicide, which reached disease reduction
levels superior to 97%, while combinations reached 98%, compared
to the untreated control.

O mamao é um fruto altamente perecivel e suscetivel a patologias
pré e pés-colheita. Entre as principais doengas que acometem os frutos,
a antracnose se destaca por limitar a vida ttil dos frutos. Ainda que
ndo apresentem sintomas quando colhidos, a doenga se manifesta na
fase de embalagem, durante o armazenamento e o transporte, tornando
os frutos imprestdveis para a comercializac@o, causando significativo
percentual de perdas.

Na maioria das vezes, a doenca € associada ao fungo Colletotrichum
gloesporioides, como agente causal. No entanto, este género
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apresenta um complexo de espécies associadas a antracnose, que sdo
morfologicamente semelhantes, mas geneticamente distintas, as quais
incitam o mesmo quadro sintomatolégico (19).

No Brasil, apesar do considerdvel volume de frutos de mamio
exportados, ainda persiste um desafio a ser superado no setor; abaixo
de 10 % do que € produzido é comercializado para outros paises (14).
Um dos principais entraves a expansio da comercializa¢do internacional
dos frutos sdo as barreiras rigorosas, impostas pelos importadores, tanto
no sentido da presenca de patdgenos quanto de residuos de defensivos
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quimicos. Utilizar tecnologias que visem maximizar as exportagoes
dentro do rigor do mercado exportador pode alavancar as exportagdes.

O manejo pés-colheita de doengas em mamao € baseado
principalmente na utilizacio de fungicidas (6), incluindo a antracnose.
No entanto, devido aos riscos a saide humana, ao meio ambiente,
somado ainda a perda de eficiéncia de alguns produtos, em razido do
surgimento de populacdes resistentes, a cadeia produtora, fortemente
estimulada pelo mercado consumidor, tem demandado a busca de outros
métodos de controle de doencas. Mas, encontrar alternativas seguras,
eficazes e comercialmente vidveis para reduzir as perdas pds-colheita,
tem sido um desafio.

O controle bioldgico pela aplicagdo de microrganismos antagonistas
¢ uma dessas estratégias que visa substituir e/ou minimizar o uso de
defensivos. Dentre os estudos utilizando agentes de biocontrole de
doengas pds-colheita em mamao (28) e outras culturas, as leveduras
(19), fungos (30) e bactérias (21) vém sido reportadas e com resultados
promissores.

Bactérias associam-se em superficies pela formacao de biofilmes,
que € definido como uma matriz de populagao microbiana aderente
entre si e/ou as superficies e interfaces (9). O biofilme pode atuar
como barreiras de natureza fisica, quimica e/ou biolégica a colonizagdo
de fitopatégenos. Assim, isolados bacterianos que apresentam alta
capacidade de formagdo de biofilme, associado a outros mecanismos
de biocontrole, na superficie de um fruto de mamao, poderiam
contribuir eficazmente para o controle de doencas pés-colheita. Assim,
a capacidade de formagdo do biofilme pode ser uma caracteristica a
ser considerada na selegdo de antagonistas bacterianos, uma vez que
poderia influenciar o sucesso do biocontrole.

Com o trabalho, buscou-se avaliar a reducdo da severidade da
antracnose pos-colheita em frutos de mamao, pela aplicac@o de bactérias
epifiticas do mamoeiro antagonistas a Colletrotrichum brevisporum,
selecionadas quanto a produgdo de compostos antimicrobianos
difusiveis, volateis, quitinase, pela inibi¢ao da germinagao de conidios
e capacidade de formagdo de biofilme. Ainda, foi estimada a dosagem
6tima da suspensao de antagonistas aplicada.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e sua origem.

Bactérias provenientes de material vegetal de mamoeiros sem
histérico de doengas, preservadas a -80 °C, foram empregadas nos
ensaios. Nas inoculagdes, utilizou-se Colletotrichum brevisporum.

Foi realizado um ‘screening’ inicial in vitro em que as bactérias
foram avaliadas quanto a capacidade de inibir o crescimento micelial de
C. brevisporum pela produgdo de compostos antimicrobianos difusiveis
e volateis, sintese de quitinase e quanto a capacidade de inibi¢do da
germinagdo de conidios do patégeno (25).

No ensaio de compostos antimicrobianos difusiveis, a presenca
de um halo de inibi¢@o entre a bactéria e o patdgeno caracterizou o
antagonismo, permitindo a sele¢@o do isolado em teste. Para produgao
de compostos antimicrobianos volateis, foram selecionados os isolados
que inibiram o crescimento do fungo acima de 50 %, em comparagdo
ao controle. A produc¢do de quitinase foi verificada pela presenga de
halo no meio de cultura, fator esse de selecdo. Antagonistas que, em
média, inibiram a germinac@o de no minimo 80 % dos conidios, foram
classificados para os ensaios subseqiientes.

Antibiose entre antagonistas
Vislumbrando o emprego dos antagonistas em combinacdes de
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isolados, foi realizado um ensaio de antibiose reciproca entre 18
isolados, sendo eles os identificados pelos codigos: 628, 734, 769,
769, 777, 784, 788, 794, 801, 901, 905, 916, 917 e 924. Estes foram
selecionados por apresentarem pelo menos dois mecanismos de agido
contra C. brevisporum, a excegdo dos isolados 761, 787, 803 e 883,
que exibiram apenas um mecanismo de a¢do, mas que, no entanto,
se destacaram por significativa inibi¢do do crescimento in vitro do
patégeno em até 95 %. Empregou-se o teste da dupla camada (24). A
presenca de halos caracterizou a incompatibilidade entre os isolados
bacterianos, restringindo as combinagdes.

Quantificacido da formacao de biofilme

Os dezoito isolados utilizados no teste anterior foram avaliados
quanto a capacidade de formacdo de biofilme em microplacas de
poliestireno, de acordo com (8). As quantifica¢cdes foram realizadas
ap0s 24 /48 /72 horas de incubac@o. O ensaio foi conduzido utilizando-
se o delineamento inteiramente casualizado, com oito repetigdes por
isolado, e as médias comparadas pelo teste Skott-Knott (5 %). As
leituras das densidades Oticas obtidas foram relacionadas a adesio
das células bacterianas ao poliestireno e, conseqiientemente, maior
capacidade de formagao de biofilme.

Avaliacdo da reducdo da antracnose em discos de frutos

Quantificou-se a reducdo da antracnose em discos de frutos
mamoeiro tratados com agentes bacterianos. Foram estabelecidas cinco
combinagdes de isolados, a partir de onze antagonistas selecionados nos
ensaios anteriores. As combinaces deu-se a denominacio de “Mix”.
Cada Mix foi composto por quatro isolados, de forma a equilibrar os
mecanismos de biocontrole, considerando ainda os antagonistas que
apresentavam ao menos dois mecanismos de a¢@o, compatibilidade
para uso combinado e destacada quantificac@o de biofilme.

Foram utilizados frutos do grupo Formosa, variedade ‘Tainung
01°, sadios e colhidos em estadio de maturag@o comercial 1, que foram
limpos em dgua corrente, imersos em alcool 70 % por 1 minuto, em
hipoclorito de sédio 2 %, por 5 minutos, lavados com dgua esterilizada,
e secos ao ar. Discos de frutos de 2 cm de didmetro e 0,5 cm de
espessura foram retirados e colocados sobre papel de filtro umedecido,
em caixas tipo “gerbox”. Sobre os discos, adicionaram-se 20 pL de
suspenséo bacteriana nas concentragdes 10°, 10’ e 10° UFC mL", e
0 mesmo volume de uma suspensdo de conidios a 10° conidios mL™,
concomitantemente. Apés a inoculac@o, as caixas foram mantidas em
incubadora a 25 °C, por sete dias.

Os discos foram fotografados, e a drea lesionada foi mensurada por
meio do software Assess 2.0 (Image analysis software for plant disease
quantification). O ensaio foi montado no delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 5 x 3, no qual foram cinco tratamentos,
avaliados nas trés concentragdes diferentes, com cinco repetigdes
por tratamento, cinco discos por repeti¢do. O controle positivo foi
composto por discos de frutos inoculados apenas com o patégeno, € o
negativo, tratados com dgua destilada esterilizada. A comparagdo das
médias de drea lesionada foi realizada pelo teste Skott-Knott a 5 % de
probabilidade, com o auxilio do programa estatistico Sisvar (versdo 5.6).

Avaliacdo da reducio da antracnose em frutos

Em frutos de mamao avaliaram-se os dois “Mix”’ que proporcionaram
os melhores resultados no ensaio anterior, quanto a capacidade
de reducdo da doenga. Dentre os tratamentos foi incluido ainda o
fungicida Piraclostrobina (250 g/L). O ensaio foi realizado com frutos
de mamao no estadio 1 de desenvolvimento, considerando a presenga
de ferimentos.
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Os frutos do grupo Formosa, variedade ‘Tainung 01°, foram
provenientes de pomares sem incidéncia da antracnose, e cultivados
em sistema organico de cultivo. Foram lavados em 4gua corrente,
imersos em dlcool 70 % por 1 minuto, seguido de imersdo em
hipoclorito de s6dio 2 %, por 3 minutos, lavados com dgua destilada,
e secos ao ar. Foram tratados pulverizando-se suspensdo aquosa dos
antagonistas na concentragio 6tima obtida no ensaio anterior (10°
UFC mL™"), em combinagdes de isolados, até o ponto de escorrimento.
A seguir, procedeu-se a inoculagido por suspensdo de conidios de
Colletotrichum brevisporum (10° con mL™). Os frutos sofreram uma
injuria longitudinal de 3 cm de comprimento em sua casca e foram
acondicionados em caixas pldsticas de 10 L, sobre papel de filtro
umedecido, permanecendo a temperatura ambiente por sete dias.
Decorrido este intervalo, a area lesionada foi mensurada nos frutos,
por meio da analise de imagens, utilizando o software Assess 2.0. O
ensaio foi montado em delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeti¢des, cada repeti¢do composta por dois frutos. O controle
positivo foi composto por frutos inoculados com o patégeno e sem
tratamento, e negativo com frutos tratados apenas com dgua destilada.
A comparacio das médias de drea lesionada foi realizada pelo teste
Tukey a 5 % de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico
Sisvar (versao 5.6). O ensaio foi repetido duas vezes.

RESULTADOS

Seleciio de bactérias epifiticas antagonistas a Colletotrichum
brevisporum.

Um total de 224 isolados bacterianos epifiticos, isolados de
tecidos de mamoeiro, envolvendo folhas, frutos e sementes, foram
avaliados quanto a capacidade de sintetizar compostos antimicrobianos
difusiveis e voldteis, quitinase e inibi¢do da germinagdo de conidios
de Colletotrichum brevisporum. Noventa e dois antagonistas foram
selecionados, dentre estes, setenta e seis apresentaram ao menos um
dos mecanismos de a¢ao supracitados efetivos contra o patégeno em
ensaios in vitro.

A producdo de compostos volateis foi o destaque dentre os
mecanismos de biocontrole avaliados, em que 47 isolados apresentaram
niveis de inibi¢do do micélio do patégeno a partir de 50 %, chegando a
92 %. Seguiu-se a produgdo de quitinase com 17 isolados.

A produgdo de compostos antimicrobianos difusiveis de forma
isolada, inibindo o crescimento de C. brevisporum, foi constatada
para dois isolados. Oito bactérias foram eficazes na supressdo da
germinacdo de conidios do patégeno, com valores acima de 80 %.
Porém, ha que se destacar que uma baixa germinacao do conidios foi
observada em todos os isolados avaliados.

Dezoito isolados, ou seja, 8,0 % do total avaliado apresentaram
mais de um mecanismo de ac@o, o que é desejavel na selecdo de
antagonistas, ja que amplia as chances de sucesso no biocontrole.
Dentre estes, quatro exibiram trés mecanismos de a¢do e um deles,
todos os mecanismos.

Verificou-se uma alta inibi¢do in vitro do crescimento de
Colletotrichum brevisporum por meio da acao de compostos volateis.
A producio destes compostos foi constatada em 68,5 % dos isolados
selecionados, quando considerado unicamente.

Antibiose entre antagonistas

Visando averiguar a compatibilidade dos antagonistas, a fim de
utiliza-los de forma combinada, procedeu-se a antibiose reciproca.
Foram avaliados 14 antagonistas que apresentavam pelos menos
dois mecanismos de inibi¢ao do patégeno, e quatro com apenas um
mecanismo.

Verificou-se que o isolado 924 inibiu as bactérias 734, 769, 784 e
788, que apresentaram trés mecanismos de acdo. Apesar disso, 0 mesmo
foi selecionado para a etapa posterior do trabalho por inibir o patégeno
por meio da producio de compostos voldteis e quitinase, tomando-se
o cuidado de separd-lo dos antagonistas inibidos nas combinagdes.

Adicionalmente ao fato de possuirem apenas um mecanismo
de inibi¢do a C. brevisporum, os isolados 761, 787 ¢ 803 foram
incompativeis com o isolado 901, que apresentou todos 0s mecanismos
de agdo. Esse resultado fez com que os trés antagonistas fossem
excluidos do ensaio em discos de frutos.
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Figura 1. Disposi¢do dos mecanismos de acdo presentes em antagonistas bacterianos epifiticos de mamoeiro. (CD - compostos difusiveis, CV -
compostos voldteis, Q - quitinase, IC - Inibicdo da germinacdo de conidios).

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 47, n. 1, p. 45-53, 2021

47



Tabela 1. Bactérias epifiticas de mamoeiro, selecionados quanto a produgdo de compostos antimicrobianos difusiveis e voldteis, quitinase e
inibicdo da germinagdo de conidios de Colletotricum brevisporum.

Isolados Compostos Difusiveis Compostos Volateis Quitinase Inibiciao de Conidios
628 - + - +
734 + + - +
761 - - + _
769 + + - +
777 - + + -
784 + + - +
787 + - - -
788 + + - -
794 + + - +
801 - + - +
803 + - - -
883 - + - -
901 + + + +
905 + + - -
906 - + + -
916 - + - +
917 - + - +
924 - + + -

(+) Positivo para o mecanismo avaliado; (-) Negativo para o mecanismo avaliado

Tabela 2. Compatibilidade entre bactérias selecionadas como antagonistas a Colletotrichum brevisporum.

628* 734 761 769 771 784 787 788 794 801 803 883 901 905 906 916 917 924
628 - - - - - - - - - - - - - - - - -
734 - - - - - - - - - - - - - - - - -

761 - - - - + + + - - + - + - - - - -

769 - - - - - - - - - - - - - - - + -
777 - - - - - - - - - + - - - - - - -
784 - - - - - - - + - - - - - - - - -
787 - - - - - - - - + - - + - - - - -
788 - - - - - - - + - - - - - - - - -
794 - - - - - + - - - - + - - - - - -
801 - - - - - - - - - - - - - - - - -
803 - - - - - + - + + - + - - - - - -
883 - - - - - - - - + - - - - - - - -
901 - - - - - - - - - - + - - - - - +
905 - - - - - - - + - - - - - - - - -
906 - - - - -
916 - - - + -
917 - - - - -
924 - + - + -

+ - - - - - - - + +

+ + o+ o+
+ o+ o+ o+

+ - - + - - - - - -

*(-) auséncia de inibi¢do; (+) inibi¢do. Coluna a esquerda, inibidores; linha superior, inibidos.

48 Summa Phytopathol., Botucatu, v. 47, n. 1, p. 45-53, 2021



Avaliacdo in vitro da capacidade de formacio de biofilme das
bactérias epifitas

Para todos os antagonistas em estudo constatou-se a adesdo das
células em poliestireno. Apds 48 horas de incubag@o, a formagdo
de biofilme foi crescente, exceto para o isolado 628. As bactérias
777, 784 e 794 apresentaram maior adesdo de células nos pogos, e a
producdo do biofilme aumentou progressivamente.Os resultados com
72 h de incubagdo sugerem que ocorreu maior agregagio celular, e
que a producio de biofilme tende a aumentar com o esgotamento dos
nutrientes do meio. Curiosamente, os isolados 734, 761, 801, 803,
883, 905, 906, 917 e 924, apds 24 horas, apresentaram baixos valores
de produ¢do do biofilme. No entanto, apés 48 horas, a produgido
aumentou. O isolado 628 foi tnico que indicou possivel desagregacio
do biofilme apés 48 horas.Observou-se a formagdo de cinco grupos
de antagonistas, quanto a produ¢@o de biofilme, quando da avaliagdo
as 72 h. No grupo com maiores niveis de produgdo de biofilme,
trés isolados, imediatamente seguido pelo segundo grupo com seis
bactérias. E finalmente o terceiro grupo com seis antagonistas. Com
base nesse resultado, na presenga de mais de um mecanismo de agado
por antagonista e na compatibilidade entre isolados, selecionaram-se
para os ensaios em discos de frutos os isolados: 734, 769, 777, 784,
788,794,901, 905, 906, 916 € 924 Neste ensaio, também foram obtidos
maiores valores de adesdo celular no tempo de 72 horas de incubagao
sugerindo que ndo houve desagregacgio das células do biofilme com o
esgotamento de nutrientes, exceto para o isolados 628 e 801.
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Avaliacdo da reducio da antracnose em discos de frutos

Os Mix bacterianos foram combinados baseados nos diferentes
mecanismos de a¢do inerentes a cada antagonista, cujos isolados
foram dispostos de forma a equilibrar as combinagdes, além da
compatibilidade entre isolados e capacidade de formagdo de
biofilme. Foram estabelecidos cinco Mix, mais dois controles,
tratamentos estes avaliados em discos de frutos.

Apés sete dias da montagem do ensaio, os discos foram
avaliados quanto a drea lesionada. Os Mix 3 e 5 apresentaram
maior eficiéncia reduzindo a doen¢a em entre 80 % e 90 %, nas
concentragdes 107 e 10° UFC mL™, respectivamente, quando
comparado ao controle com apenas o patégeno. Nas mesmas
concentracdes, o0 Mix 4 também reduziu de forma significativa a
doenga, porém em nivel inferior ao dos combinados anteriores.
O Mix 1 proporcionou resultados significativos apenas na
concentragio 10°® UFC mL™, enquanto que o Mix 2 nfo diferiu
do controle.

Resultados semelhantes foram encontrados quando foi aplicada
a concentracdo de 10° UFC mL™, considerando os tratamentos entre
si e o controle. Porém, quando se avaliou a concentracdo dentro de
cada tratamento o Mix 3 foi o de melhor desempenho, sem variar
os niveis de controle da doenga. Os resultados desse estudo deram
subsidio para a selecdo dos “Mix” 3 e 5 na concentragio 10* UFC
mL"', que foram empregados no ensaio posterior, para verificar a
reducdo da antracnose em frutos de mamao.

Densidade Otica (600nm)

Antagonistas

Figura 2. Quantificacio da formacao de biofilme bacteriano por bactérias epifiticas antagonistas a Colletotrichum brevisporum em diferentes
intervalos. *Tratamentos seguidos da mesma letra em barras da mesma cor ndo apresentam diferenca significativa pelo Teste de Skott-Knotta 5 %.

Tabela 3. Composi¢do dos “Mix” bacterianos aplicados em discos de frutos de maméo para controle da antracnose.

Mix 1 901
Mix 2 901
Mix 3 901
Mix 4 901
Mix 5 901

784 777 916
734 906 905
794 924 916
769 906 905
771 916 788
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Tabela 4. Porcentagem area lesionada por antracnose em discos de frutos de mamao tratados com bactérias epifiticas antagonistas a Colletotrichum

brevisporum.
Tratamentos Concentracdes (UFC mL™)
10 10’ 10°
Mix 1 25,22 Aa* 99,07Cb 99,30 Cb
Mix 2 93,23 Ca 87,65 Ca 99,73 Ca
Mix 3 10,88 Aa 18,56 Aa 17,30 Aa
Mix 4 64,81 Ba 61,11 Ba 64,73 Ba
Mix 5 9,22 Aa 1,92 Aa 40,00 Ab
Controle 99,27 Ca* 99,25 Ca 99,76 Ca

*Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey a 5 %.

Avaliacdo da reducio da antracnose em frutos inteiros

Tanto nos ensaios em discos de frutos como em frutos, a conciliagdo
de diferentes mecanismos de acio acionados por cada uma das bactérias
epifiticas, expressados de forma conjunta pela associacio na superficie
do fruto em biofilme, pode ter contribuido para a redu¢io da antracnose.

Ap6s sete dias de incubacdo a 25 °C para frutos da variedade do
grupo Formosa verificou-se que os “Mix”’ dos antagonistas reduziram
significativamente a doenca. Embora ndo tenham diferido do tratamento
com aplicacdo de fungicida Piraclostrobina (250 g/L), que € o método
mais utilizado no controle da antracnose em mamoeiro, que exibiu
controle de 97,92 % da doenca, nos tratamentos cujos “Mix 3" e “Mix
5” foram utilizados, verificou-se uma eficdcia de redugdo da doenca
de, respectivamente, 98,5 % e 98,77 %.

DISCUSSAO

O biocontrole em pds-colheita por agentes bacterianos, no
“frutoplano”, é uma linha de estudo muito presente na literatura

cientifica. A selecdo de bactérias antagonistas como agentes de
biocontrole da antracnose, por meio de ensaios in vitro, aliados a
quantificacdo da produg@o de biofilme proporcionou significativos
resultados quanto a reduc@o da doenca em frutos no presente trabalho.

Verificou-se uma alta inibi¢do in vitro do crescimento de
Colletotrichum brevisporum por meio da acdo de compostos volateis.
A producdo destes compostos foi constatada em 92 % dos isolados
selecionados, quando considerado unicamente. Uma possivel
explicagdo para supressdo do crescimento flngico por meio da
produgdo dos compostos volateis, se dd em decorréncia da diversidade
de metabolitos secundarios como itaurinas, surfactina, dentre outros
comumente produzidos por agentes de biocontrole (4).

Isolados de Bacillus spp. selecionados como produtores de
compostos antimicrobianos voléteis foram relatados inibindo o
crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa, agente causal da
mancha preta dos citros, em até 76 % in vitro, e 86 % dos sintomas
nos frutos in vivo (FUJIIMOTO; KUPPER, 2016). Em outro estudo,
Zheng et al. (32) constataram que compostos volateis de B. pumilus e
B. thuringiensis reduziram as infecgdes por antracnose em mangas em

97,92

98,5 98,77
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Figura 3. Area lesionada por Colletotrichum brevisporum em frutos de maméo do grupo Formosa, tratados com bactérias antagonistas. Tratamentos
seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey 5 %.
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88,5 %. E vilido ressaltar a importancia desses compostos, uma vez
que a inibi¢do do patégeno pode ocorrer em curtas ou longas distancias.
As quitinases, detectadas em alguns isolados, sdo enzimas
hidroliticas que podem ser produzidas por agentes de biocontrole, com
a finalidade de degradar polimeros de quitina, que sdo constituintes da
parede celular de fungos e insetos (11). Embora as quitinases ndo sejam
consideradas essenciais para a maioria das bactérias, sua produgio lhes
garante uma vantagem adaptativa, j4 que a quitina degradada pode
ser utilizada como fonte de energia na auséncia de outras fontes de
carbono. Em se tratando de antagonistas a fungos fitopatogénicos, como
Colletotrichum spp., a produgdo de quitinases pode desempenhar um
papel de inibicdo, pois a parede celular € essencial para a sobrevivéncia
dos ascomicetos, e sdo constituidas principalmente por quitina (14).

Quanto a producdo de compostos antimicrobianos difusiveis,
esse é um atributo vantajoso em um agente de biocontrole, pois estas
substancias que podem ser antibiéticos como fengicinas e itaurinas,
por exemplo, ou enzimas que podem difundir-se de forma acelerada no
tecido alvo, tornando dispensdvel o contato direto entre o fitopatégeno e
o antagonista (12). Kim et al. (16) verificaram o controle da antracnose
em até 50 % por Bacillus subtilis CMB32, por meio da producio de
antibiéticos como itaurina A, fengicina e surfactina A.

A baixa germinacdo do conidios do patégeno foi observada para
todos os isolados avaliados. A presenga deste mecanismo de agdo em um
antagonista destaca-se, quando a ocorréncia da doenga estd diretamente
ligada a germinagdo dos conidios do patégeno no filoplano, como é
o caso da antracnose. E sabido que Colletotrichum spp. geralmente
infecta o hospedeiro ainda no campo, e antagonistas que apresentam
tal caracteristica podem ser utilizados no controle biolégico, a fim de
retardar ou até inibir o desenvolvimento do patégeno nessa fase.

Embora 47 antagonistas houvessem sido selecionados pela
produc@o de compostos antimicrobianos volateis, outros 27 isolados
inibiram o crescimento flngico frente ao controle, porém abaixo do
nivel minimo estabelecido para a selecdo. Dentre estas 74 bactérias,
ao todo, observou-se que para 64 houve uma relagdo direta com a
porcentagem de inibi¢ao da germinac@o de conidios do C. brevisporum
(dados ndo mostrados). Arrebola, Sivakumar e Korsten (5) por meio
de observagdes microscopicas de Penicillium crustosum, expostos
a compostos volateis de Bacillus subtilis e B. amyloliquefaciens,
observaram anormalidades morfolégicas nos conidios do fungo, como
a dilatagdo de hifas. Embora tal estudo ndo tenha sido realizado nesse
trabalho, aventa-se a possibilidade do fato descrito ter ocorrido para
explicar o resultado obtido. Outros trabalhos tratando de relatos nessa
mesma linha podem ser encontrados na literatura.

E desejdvel em um antagonista que ele atue por meio de mais de
um mecanismo contra fitopatégenos (26). Porém, obter um isolado
com tais caracteristicas ndo ¢ tarefa facil, o que faz com o emprego de
isolados combinados seja uma alternativa logica e factivel. Apesar dos
antagonistas em teste apresentarem, na maioria das vezes, caracteristicas
multiplas de inibi¢ao microbiana, o que gerou incompatibilidade entre
0s mesmos, em alguns casos, foi possivel obter um niimero considerdvel
de combinagdes de isolados.

Conhecer e explorar a diversidade de mecanismos inerentes a um
ou a um grupo de agentes de biocontroles aumentard a eficicia de sua
atuacdo, na redugdo de uma fitomoléstia (3). A ampliacdo do espectro
da atividade microbiana resultando no controle de varias doengas, a
formacdo de uma comunidade antagonistica mais estdvel que possa
excluir outros microrganismos, dentre eles, patégenos, e o aumento
da eficiéncia do biocontrole sdo algumas das caracteristicas elencdveis
quando se aplicam antagonistas combinados (26).
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Outro ponto a ser discutido trata da origem dos isolados, todos
obtidos de plantas de mamoeiro, sem histérico da aplicagdo de
defensivos e sem sintomas de antracnose. Utilizar agentes de biocontrole
oriundos do préprio ambiente nativo, pode ser uma escolha acertada
no controle de doengas pés-colheita, pois além de ser uma excelente
fonte de ocorréncia natural de antagonistas, sdo bem adaptados a
superficie alvo. Vantagens do emprego de antagonistas nativos, isolados
do mesmo habitat em que sdo eficazes para o biocontrole, ja foram
levantadas por (2).

A associacdo por biofilme € uma estratégia comum de crescimento
bacteriano em superficies. De acordo com os resultados quanto a
formag@o e produg¢do de biofilme bacteriano, observou-se uma possivel
relac@o entre a formagdo do biofilme com a producdo dos compostos
microbianos. Ou seja, os compostos produzidos pelas bactérias agiram
como sinalizadores quimicos indutores a agregacao em biofilme, uma
vez que os isolados foram utilizados em “mix”, e a comunicacio
intercelular entre bactérias geralmente ocorre pela difusao de produtos
bacterianos entre as células.

A emissdo de sinais quimicos pelas bactérias é conhecida como
auto-indutores, por meio de um processo denominado de quorum-
sensing. Tal mecanismo permite que as bactérias captem a densidade
populacional local e encadeiem a expressdo génica (10).

No caso de doengas causadas por patégenos que possuam estagio
epifitico em seu ciclo de vida, como a antracnose, populagdes
microbianas podem afetar o estabelecimento das interacdes planta-
patégeno antes da infecgdo. Considerando que os biofilmes podem se
desenvolver em diversas superficies, em ambientes onde existem células
vidveis, pode-se dizer que a existéncia de um biofilme bacteriano, na
superficie de um fruto, contribuiu para formac@o uma barreira biolégica
a colonizacido de Colletotrichum brevisporum.

Neste ensaio, também foram obtidos maiores valores de adesdo
celular no tempo de 72 horas de incubacé@o sugerindo que ndo houve
desagregacao das células do biofilme com o esgotamento de nutrientes,
exceto para os isolados 628 e 801. Diversos mecanismos favorecem
a desagregacgdo dos biofilmes, e como conseqiiéncia, as células sdo
dispersas em sentidos opostos, o que é vantajoso de certa forma, pois
permite a colonizagao de outros nichos com condi¢oes mais favoraveis
de crescimento (29).

Tanto nos ensaios em discos de frutos como em frutos, a conciliagdo
de diferentes mecanismos de acéio acionados por cada uma das bactérias
epifiticas, expressados de forma conjunta pela associac@o na superficie
do fruto em biofilme, pode ter contribuido para a redu¢io da antracnose.

Pbéde-se observar que além do controle do patégeno, os discos
tratados com os “Mix” 3 e 5 mantiveram-se consistentes, de forma
semelhante aos discos do controle negativo, sugerindo que a aplicagdo
dos antagonistas poderia retardar a maturagdo dos frutos, possivelmente
pela ativagdo de genes relacionados ao amadurecimento (28).

A interacdo entre os tratamentos e as concentragdes utilizadas
foi significativa, evidenciando que a concentragdo da suspensdo
dos antagonistas, influenciou na eficicia dos “Mix” no controle da
antracnose. Os menores niveis de controle na concentragdo 10° UFC
mL™" podem ter ocorrido em virtude da equivaléncia entre as populacdes
maximas dos antagonistas e do patégeno (31).

Notadamente, as combinacdes bacterianas aplicadas proporcionaram
um efeito protetivo nos ferimentos dos frutos. Estudando leveduras
para o controle de Penicillium digitatum em citros, (1) inferiram que
uma vez estabelecidos nos ferimentos dos frutos, os microrganismos
utilizam todos os nutrientes liberados a partir de ferimentos, inibindo
assim o estimulo a germinag@o dos esporos flingicos. Ainda, segundo
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(16), a eficacia de agentes de biocontrole depende de sua capacidade
de colonizar fontes de alimentos nas plantas, sem danificar as células.
Considerando estes fatores, e frente aos resultados obtidos nos ensaios,
a aplicac@o dos antagonistas concomitante ao C. brevisporum pode ter
favorecido a eficiéncia do biocontrole. Nao se descartam as hip6teses
quanto a efeitos preventivos e curativos, mas ensaios envolvendo
a aplicacdo das bactérias em intervalos anteriores e posteriores a
inoculag@o devem ser conduzidos para comprovar essas possibilidades.

Faz-se desejavel o uso de agentes de biocontrole combinados devido
aos beneficios que podem ser exibidos como: adaptagdo aos estresses
abidticos e bidticos, melhor desempenho na colonizagéo do tecido alvo
da planta, protecdo contra agentes patogénicos, além da supressdo de
mecanismos envolvidos no desenvolvimento do patégeno. Raupach
e Kloepper (22) averiguaram a eficiéncia da utilizacdo de isolados
combinados que exibiam distintos mecanismos de a¢do, como antibiose
por producio de compostos antimicrobianos difusiveis e quitinase, e
maior supressao de fitopatégenos quando antagonistas foram utilizados
de forma combinada.

Um significativo nimero de trabalhos tem relatado o biocontrole
de fitopatégenos com o uso de bactérias (27). Contudo, sdo escassos
os relatos da quantificacio de biofilme sendo utilizado como critério
de sele¢do de antagonistas, tampouco no biocontrole em pds-colheita.

Os biofilmes sao uma amostra da natureza agregada das populagdes
microbianas nas superficies das plantas. A agregacdo espacial tem
implicagoes significativas para interacdes microbianas especificas ou
interespecificas, como, antibiose, predagdo e competicdo (18).

De acordo com os resultados obtidos, a capacidade de formagao do
biofilme por antagonistas desempenha papel importante na prevengdo
de doengas na p6s-colheita. No entanto, isoladamente, ndo € suficiente
para garantir o sucesso do biocontrole. Ha que se levarem em conta que
as bactérias avaliadas produziam compostos antimicrobianos difusiveis
e voldteis, além de quitinases. H4 que se confirmar a importancia
individual de cada caracteristica, correlacionando com a capacidade
ou ndo de formagdo de biofilme para cada isolado (7).

Varios relatos suportam que agentes de biocontrole podem reduzir
as perdas por patégenos em frutos por meio da indugdo de resisténcia
sistémica, em pds-colheita (23). Nao foram realizados testes envolvendo
tal fendmeno bioldgico, mas é uma hipétese ndo descartada e que
poderia ser investigada, para explicar os excelentes niveis de controle
obtidos nos ensaios. Da mesma forma, a competicéo por nutrientes ou
sitios de infeccao € outra questao que pode ser estudada para elucidagio
do envolvimento desse mecanismo de acdo por parte dos antagonistas
avaliados.

E sabido que, atualmente, no Brasil, o controle da antracnose, na pés
colheita, € realizada em sua grande maioria por meio da aplicacao de
defensivos agricolas, em virtude da eficiéncia do produto. No entanto,
sabem-se também dos impactos ambientais e na saide humana, assim
como o surgimento estipes resistentes dos patégenos, provocados pelo
uso indiscriminado dos agroquimicos. Neste estudo pdde-se verificar
que o biocontrole bacteriano ¢ uma método vidvel e eficaz para o
controle da antracnose em pés-colheita, uma vez nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos MIX 3 e 5, quando comparados ao
fungicida Piraclostrobina. Ressalta-se que em etapas posteriores sejam
realizados novos testes em que sejam analisados tempos distintos
de aplicacdo dos mesmos nos frutos, ja que no presente trabalho,
antagonistas e o patégeno foram aplicados concomitantemente.

Para ampliar e consolidar o emprego do biocontrole de
fitopatégenos hd que se promoverem estratégias, baseadas na integracao
de diferentes métodos de controle, de modo a se obter um efeito aditivo
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ou sinergistico. Assim, a compatibilidade entre microrganismos
e fungicida é uma opcdo também a ser estudada, vislumbrando
seu emprego combinado, em um contexto de manejo integrado da
antracnose em pés-colheita.

Pode-se concluir mediante os resultados obtidos que isolados
bacterianos combinados, selecionados com base na sintese de
compostos antimicrobianos, quitinase, inibi¢ao da germinacgio de
conidios e na quantificacdo da producdo de biofilme, reduzem a
severidade da antracnose em frutos de mamao, quando aplicados em
pés-colheita, em nivel similar ao tratamento com fungicida, podendo
ser aplicados em alternancia ou em substitui¢ao ao tratamento quimico,
para o controle de Colletotrichum brevisporum.
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