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Resumo — Nesse estudo foi avaliada a eficacia dos isolados bacterianos: BB-4 (Bacillus cereus GC. Subgrupo B), BS-2
(Photorhabdus luminescens), BB-1 (Bacillus alcalophilus), BS-5 (B. cereus GC. Subgrupo B), BB-5 (Stenotrophomonas
maltophilia), BB-6 (Yersinia bercovieri), BS-6 (B. cereus GC. Subgrupo B) e BS-3 (P. luminescens), no controle da
antracnose no maracuja amarelo em testes de antagonismo e em frutos, sob condi¢des de laboratorio. O fitopatogeno
foi desenvolvido em placas de Petri contendo meio BDA por 15 dias e os isolados bacterianos multiplicados em meio NA
por dois dias a 28°C. No teste em frutos de maracuja, realizou-se uma perfuracdo numa profundidade de 2 mm, seguido
da pulverizagdo de uma suspensao contendo um isolado bacteriano antagonista (108 ufc. mL'l). Sobre o ferimento,
colocou-se um disco de BDA de 4 mm de didmetro totalmente colonizado pelo patégeno, sendo mantidos por 7 dias até
a avaliacdo do didmetro das lesfes (25°C, alta UR% e 12 horas de fotoperiodo). O delineamento experimental adotado
foi o inteiramente casualizado (9 tratamentos em 4 repetigées). Os dados foram submetidos a analise de variancia e
teste de Tukey (5%). No teste de antagonismo, verificou-se que, apenas os isolados BS-5 (B. cereus GC. Subgrupo B) e
BS-2 (P. luminescens) ndo inibiram o crescimento micelial do patdégeno. Os demais isolados inibiram o desenvolvimento
do patégeno, com niveis de controle variando entre 35% e 53% e com destaque para os isolados BB-4 (B. cereus GC.
Subgrupo B), BS-3 (P. luminescens) e BB-5 (S. maltophilia), com 52,5%; 52,5% e 53,3% de controle, respectivamente.
No teste em frutos, verificou-se que BS-2 (P. luminescens), BS-5 (B. cereus GC. Subgrupo B), BB-1 (B. alcalophilus),
BS-3 (P. luminescens) e BB-6 (Y. bercovieri) inibiram o desenvolvimento do patdégeno, com niveis de controle variando
entre 23,4% e 43,6% e com destaque para BB-1 (B. alcalophilus) e BS-3 (P. luminescens), com 43,6% de controle,
indicando potencial de uso no biocontrole da antracnose em frutos de maracuja.

Palavras — chave: maracujazeiro, controle bioldgico, controle alternativo

Abstract — In this study was evaluated the efficacy of the bacterial strains: BB-4 (Bacillus cereus GC, subgroup B), BS-2
(Photorhabdus luminescens), BB- 1 (Bacillus alcalophilus), BS-5 (B. cereus GC, subgroup B), BB-5 (Stenotrophomonas
maltophilia), BB-6 (Yersinia bercovieri) and BS-6 (P. luminescens) on the control of anthracnose in yellow passion fruit,
on antagonism tests and fruits tests under laboratory conditions. The plant pathogen was grown in Petri dishes
containing BDA medium for 15 days and the bacterial strains were multiplied in AN medium for two days at 28°C. In
passion fruits test, a wound was performed at a depth of 2 mm, followed by spraying with a suspension containing a
bacterial antagonist strain (108 cfu. mL'l). On the wound, a BDA disc with 4 mm in diameter completely colonized by the
pathogen and maintenance for 7 days (25°C, high RU% and 12 hours of photoperiod) until the evaluation of diameter of
lesions. The experimental designh adopted was the completely randomized (9 treatments and 4 replications). The data
were submitted to variance analysis and Tukey test (5%). In antagonism test, only BS-5 (B. cereus GC, Subgroup B) and
BS-2 (P. luminescens) strains did not inhibit the mycelial growth of the pathogen. The other strains were efficient in
inhibition, with levels ranging from 35% to 53%, highlighting the strains BB-4 (B. cereus GC. Sub group B), BS-3 (P.
luminescens) and BB-4 (S. maltophilia), with 52.5%, 52.5% and 53.3% of control, respectively. In the fruit test, BS-2 (P.
luminescens), BS-5 (B. cereus GC, Subgroup B), BB-1 (B. alcalophilus), BS-3 (P. luminescens) and BB-6 (Y. bercovieri)
inhibited the development of the pathogen, with control levels varying between 23.4% and 43.6%, with emphasis on BB-
1 (B. alcalophilus) and BS-3 (P. luminescens), with 43.6% of control, indicating potential of use on the biocontrol of
anthracnose on passion fruits.

Keywords: passion fruit, biological control, alternative control.
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Introducéo

O maracuja é originario da América tropical e
dos paises do norte da Africa, com cerca de 500
espécies, das quais, mais de 150 nativas do Brasil.
O maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa)
€ 0 mais cultivado em todo o mundo e representa
cerca de 97% das areas plantadas no Brasil, que se
coloca como o principal produtor e consumidor da
fruta fresca e processada (BHAT; PALIYATH, 2016;
DHAWAN et al.,, 2004; OLIVEIRA et al.,, 2016;
WIJERATNAM, 2016).

Dentre as doengas que acometem esta
cultura, aquelas causadas por bactérias e fungos
apresentam maior importancia e sdo controladas,
principalmente, por meio de aplicacfes sistematicas
de agrotoxicos, cuja utlizacdo indiscriminada
acarreta uma série de problemas, tais como: a
contaminacéo do solo, da agua, dos alimentos e dos
consumidores, a aquisicdo de resisténcia de
fitopatdgenos e a diminuicdo de populagbes de
organismos benéficos ou ndo alvos (SILVA et al.,
2004).

O Género Colletotrichum representa um dos
mais importantes grupos de patégenos de plantas
em todo 0 mundo, 0s quais sdo responsaveis pela
ocorréncia de doencas em uma grande variedade
de espécies de plantas, tanto lenhosas quanto
herbaceas, especialmente as frutiferas em pos
colheita (CANNON et al., 2012).

A antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides € considerada a
mais importante doenca em pds colheita no
maracuji, ocorrendo, principalmente, em frutos
desenvolvidos e sob condicbes de alta umidade
relativa do ar e temperaturas elevadas (26°C a
28°C), acarretando uma reducdo no periodo de
tempo de conservagdo dos frutos. Além dos frutos,
outras partes aéreas da planta podem ser afetadas
pela agdo parasitaria do fitopatdégeno, tais como as
folhas, botdes florais, gavinhas e ramos (FISCHER
et al., 2005).

O controle dessa doenga no maracujazeiro,
assim como nas fruteiras em geral, deve ser iniciado
no campo, uma vez que no momento da colheita,
frequentemente, os sintomas da doenga acabam se
expressando nos frutos, por melhores que sejam os
métodos de controle em pés-colheita empregados
(SIGRIST, 2003). Dentre as medidas recomendadas
para o controle dessa doenca, além do uso de
fungicidas quimicos, a realizacdo de podas de
limpeza e a remocdo de restos culturais, como
folhas e frutos; o uso de mudas sadias,
provenientes de locais isentos da doenca; manejo
da irrigagcdo e adubacdo equilibrada. Em pos-
colheita, o manuseio adequado dos frutos para
evitar a  ocorréncia de  ferimentos e,
consequentemente, a incidéncia da doencga
(FISCHER et al., 2005).

Atualmente, tem sido crescente a busca por
ferramentas pouco impactantes ao ambiente e que
contribuam para praticas sustentaveis nos mais
diversos agroecossistemas. Nesse sentido, o
controle biolégico aparece como uma alternativa
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viavel e eficaz no controle de fitopatégenos, por
meio do uso de uma diversidade microrganismos
(KUNOH, 2002), cujos mecanismos de biocontrole
envolvidos incluem: a antibiose, competicdo por
espaco e nutrientes e a inducdo de resisténcia na
planta hospedeira, entre outros (ARKHIPCHENKO
et al., 2005; VAN LOON et al., 1998; ZHANG et al.,
1996; TRATCH; BETTIOL, 1997).

Dentre as possiveis fontes de prospeccgédo de
microrganismos com potencial de uso no controle
biologico de fitopatbgenos, os biofertilizantes
apresentam grande potencial, uma vez que a
comunidade microbiana presente pode ser bastante
variavel, em funcdo de uma série de fatores, tais
como: o método de preparo do composto, tempo de
decomposicado, pH, composicdo e procedéncia dos

materiais utilizados na sua preparacao
(MARROCOS et al, 2012; MEDEIROS; LOPES,
2006). Apos o periodo de digestdo dos

componentes presentes nos biofertilizantes, verifica-
se a presenca de uma diversidade de compostos

bioativos, tais como  enzimas, vitaminas,
antibiéticos, hormoénios de crescimento, entre
outros, além de células vivas ou latentes de

microrganismos e seus metabdlitos, com acao
promotora de crescimento vegetal ou de controle de
fitopatégenos (COLLARD, 2001; KUPPER et al.,
2009; NOBLE; COVENTRY, 2005).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o potencial de biocontrole do agente causal
da antracnose no maracujazeiro, por meio de oito
isolados bacterianos provenientes de biofertilizantes
a base de esterco bovino e suino, previamente
selecionadas quanto a acdo antagbnica a
fitopatdégenos, em testes de antagonismo “in vitro” e
em frutos de maracuja.

Métodos

Montagem dos experimentos - Os ensaios
foram realizados no Laboratério de Microbiologia/
Fitopatologia da Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT) - Campus de Sinop e no campo
experimental da UFMT. As coletas foram realizadas
na cidade de Sinop- MT, em propriedades
produtoras de maracuja, sendo utilizadas folhas e
frutos apresentando sintomas tipicos da antracnose
para o isolamento do fitopatégeno e utilizagdo nos
ensaios. Apds o0 isolamento, o agente causal da
antracnose foi multiplicado em placas de Petri
contendo meio BDA por 15 dias e a temperatura de
28°C, até a completa colonizacdo do meio de
cultura.

Os isolados de bactérias antagbnicas a
fitopatégenos foram retirados da cole¢céo de culturas
do Laboratério de Microbiologia/ Fitopatologia da
UFMT, Campus Sinop, sendo multiplicados em meio
Nutriente-Agar (NA) a 25 °C, por 48 horas. Os
isolados foram obtidos a partir de biofertilizantes a
base de esterco bovino ou suino e selecionados
previamente quanto a agdo antagbnica a
fitopatdégenos (Tabela 1).

Teste de antagonismo “in vitro” - Neste teste,
um disco de meio cultura de 0,4 cm de didmetro,
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totalmente colonizado pelo agente causal da
antracnose, foi colocado em uma das extremidades
de uma placa de Petri contendo meio BDA. Na outra
extremidade da placa, uma estria contendo células
bacterianas de um isolado do agente antagdnico.
Como testemunha, uma placa contendo apenas um
disco de meio de cultura colonizada por C.
gloeosporioides em uma das extremidades. O
momento para a avaliagdo do halo de inibicdo da

colénia fungica foi estabelecido como o periodo em
gque a placa contendo apenas o0 agente
fitopatogénico, atingisse a outra extremidade da
placa, os quais foram incubados a 24 + 2 °C, num
delineamento experimental inteiramente
casualizado, com nove tratamentos e trés
repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e teste de Tukey (5%).

Tabela 1. Isolados bacterianos com acdo antagonista sobre fitopatégenos utilizados nos ensaios.

Cédigo Identificacéo* Matriz de isolamento
BB-4 Bacillus cereus GC.Sub grupo B Biofertilizante Bovino
BS-2 Photorhabdus luminescens Biofertilizante Suino
BS-5 Bacillus cereus GC Sub grupo B Biofertilizante Suino
BB-1 Bacillus alcalophilus Biofertilizante Bovino
BS-6 Bacillus cereus GC Sub grupo B Biofertilizante Suino
BS-3 Photorhabdus luminescens Biofertilizante Suino
BB-6 Yersinia bercovieri Biofertilizante Bovino
BB-5 Stenotrophomonas maltophilia Biofertilizante Bovino

*Bactérias identificadas pela analise do perfil dos &cidos graxos da membrana da parede celular (FAME)

Inibicho da antracnose em  frutos de
maracujd— Nesse ensaio, frutos de maracuji

totalmente desenvolvidos foram inoculados com o
agente causal da antracnose e confrontados com os
isolados bacterianos desafiantes, para verificagdo
da inibicdo do desenvolvimento da doenga. Para
isso, os frutos de maracujd foram lavados
previamente com agua e sabdo e mergulhados em
solucdo de hipoclorito de soédio (1,5%) por cinco
minutos, seguido de dois enxagues consecutivos
com agua destilada esterilizada, para a retirada do
excesso de solucdo desinfestante e posterior
secagem em folha de papel-toalha.

Os frutos foram submetidos a perfuragcdes
com uma profundidade de dois milimetros,
utilizando-se um furador de rolhas de quatro
milimetros de didmetro, esterilizado previamente, na
regido equatorial do fruto e em quatro pontos
aproximadamente equidistantes. Em seguida, as
bactérias foram inoculadas sobre os ferimentos, por
meio de pulverizagdo com uma suspensao contendo
células bacterianas até o ponto de escorrimento, na
concentracdo de 10° ufc. mL™, realizada pelo ajuste
de turbidez utilizando-se a Escala de Mc Farland.
No tratamento testemunha foi aplicado apenas agua
destilada e esterilizada.

Apobs, discos de 4mm de didametro contendo o
micélio do fungo fitopatogénico, foram retirados de
uma placa de Petri totalmente colonizada, com o
auxilio de um furador de rolhas e uma alca de
transferéncia esterilizados e colocados sobre cada
ferimento, sendo, em seguida, incubados em
cadmara Umida, no interior de caixas plasticas
(30x60x10cm), contendo uma camada de algod&o
esterilizada, saturada com agua destilada e coberta
com de filme de PVC, para a manutencdo de um
microclima de alta umidade (25°C, fotoperiodo de 12
horas) até o momento de avaliagdo do experimento,
realizado apés 7 dias.

A avaliacdo da severidade da doenca foi feita
por meio da medicdo do didmetro das lesdes, com o
auxilio de um paqguimetro, num delineamento
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experimental inteiramente casualizado, consistindo
de nove tratamentos e quatro repeticbes (um fruto
por repeticdo), contendo, cada fruto, quatro
ferimentos. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e teste de Tukey (5%).

Resultados e discusséo

Ao se analisar a acdo antagbnica dos
isolados bacterianos frente a C. gloeosporioides no
teste “in vitro”, notou-se que apenas os isolados BS-
2 (P. luminescens) e BS-5 (B. cereus GC. Subgrupo
B) ndo foram eficientes em inibir o crescimento
micelial do fitopatégeno, quando comparados a
testemunha (Tabela 2). Os demais isolados se
mostraram eficientes em inibir o desenvolvimento do
patégeno, com niveis de controle variando entre
35% e 53% e com destaque para os isolados BB-4
(B. cereus GC. Subgrupo B), BS-3 (P. luminescens)
e BB-5 (S. maltophilia), com 52,5%; 52,5% e 53,3%
de controle relativo, respectivamente.

Dos isolados bacterianos que se destacaram
no presente trabalho, é conhecida a agédo B. cereus

sobre diversos fitopatbgenos, como: Hemileia
vastatrix, Fusarium roseum var. sambucinum,
Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Pythium

aphanidermatum, Helminthosporium maydis,
Rhizoctonia solani e Helminthosporium solani, por
meio de diversos mecanismos, tais como a
producdo de substancias fungitdxicas e diversas
quitinases (SHIOMI et al., 2006; MOHAMED et al.,
2003; MUHAMMAD; AMUSA, 2003; MARTINEZ et
al., 2002), o que poderia explicar a sua acdo sobre o0
agente causal da antracnose no presente trabalho.
No caso de P. luminescens, trata-se de uma
bactéria que vive em simbiose com nematoides do
Género Heterorhabiditis e que secreta uma série de
toxinas inseticidas (BOWEN et al, 2000;
FFRENCH-CONSTANT et al, 2007). Alguns
trabalhos demonstram a sua acdo supressora sobre
diversos fitopatégenos, como os fungos Fusicladium
effusum, Phytophthora cactorum e Armillaria
tabescens em noz pecan e péssego, tanto em
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testes “in vitro’, como em folhas destacadas
(SHAPIRO-ILAN et al., 2014). Da mesma forma, foi
relatada a sua acdo antifingica sobre 32 espécies
de fungos, dos quais alguns fitopatogénicos, como
Botrytis cinerea, Ceratocystis ulmi, C. dryocoetidis,
Mucor piriformis, Pythium coloratum e P. ultimum
(CHEN et al., 1994). Dentre os mecanismos de agéo
sobre os fungos atribuidos a P. luminescens, o
parasitismo, competicdo e a antibiose, além da
producdo de endo e exoquitinases (SINGH; FAULL,
1988; CHEN et al., 1996).

S. maltophilia € uma bactéria oportunista,
causadora de infeccdes em humanos e em animais
domésticos e com grande capacidade de aquisicédo
de resisténcia a agentes antimicrobianos, além da
conhecida capacidade de sobrevivéncia em uma
diversidade de habitats, alguns considerados
extremos, como nos hospitais, transporte espacial,
solos agricolas, lodo e na éagua de efluentes
animais, entre outros (DEREDJIAN et al., 2016; KIM
et al., 2018). H& relatos da capacidade dessa
bactéria em produzir algumas enzimas, tais como
quitinases e proteases, com ac¢do antifungica e
nematicida (JANKIEWICZ et al., 2012; JANKIEWICZ
et al, 2016). No caso da sua acdo sobre
fitopatdgenos, Suma e Podile (2013) observaram a
sua acgéo antifungica por meio de quitinases sobre
Fusarium oxysporum, em testes “in vitro”. Da
mesma forma, Rojas-Solis et al. (2018) observaram
uma acao antagonistica de S. maltophilia,
selecionada previamente quanto a a¢do antifingica
e de promocdo de crescimento vegetal, sobre
Botrytis cinerea, em testes “in vitro”, pela acdo de
compostos volateis a base de enxofre.
Adicionalmente, também observaram uma acgéo
promotora de crescimento em tomate (Lycopersicon
esculentum cv. Saladette) em testes sob condi¢cbes
de casa-de-vegetacéo.

Y. bercovieri pertence a um grupo de
bactérias oportunistas associadas a doencas em
humanos e em animais, afetando o trato
gastrointestinal e causando diarreias e até mesmo
septicemia (FALCAO, 2014; LE GUERN et al.,
2016). Embora ndo tenham sido encontrados relatos
da sua acdo no biocontrole de fitopatdégenos, ha
relatos da producdo de sideréforos por essa
bactéria (CARNIEL, 2001), o que poderia explicar a
sua acao antifingica.

Controle da antracnose em frutos de maracuja
guando se analisa a ac¢do dos isolados
bacterianos testados sobre a antracnose em frutos
de maracuja (Figura 1), observa-se que BS-2 (P.
luminescens), BS-5 (B. cereus), BB-1 (B.
alcalophilus), BS-3 (P. luminescens) e BB-6 (Y.
bercovieri) se mostraram eficientes em inibir o
desenvolvimento do patégeno, com niveis de
controle variando entre 23,4% e 43,6% e com
destaque para BB-1 (B. alcalophilus) e BS-3 (P.

luminescens), com 43,6% de controle relativo
(Tabela 3).
Tabela 2. Inibicho do crescimento micelial de

Colletotrichum gloeosporioides por bactérias com agéo
antagonica a fitopatdgenos, em testes de antagonismo “in
vitro”.

Tratamento R.C'(cm) I.R” (%)

Testemunha 4,00a* 00,0
BB-4 1,90e 52,5
BS-2 3,80ab 5,0
BS-5 3,80ab 5,0
BB-1 2,60c 35,0
BS-6 3,73b 6,7
BS-3 1,90e 52,5
BB-6 2,17d 45,8
BB-5 1,87e 53,3

CV (%) 3.08

* Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem entre si, ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

' 1.R.(%) = (RC - RT)/RC x 100, sendo: IR = Inibigéo relativa. RC
= raio da colbnia no tratamento controle com o patégeno. RT =
raio da colénia do patégeno no tratamento com o isolado
bacteriano antagonico.

Embora as bactérias antagbnicas BB-1
(B.alcalophilus), BS-3 (P. luminescens) e BB-6 (Y.
bercovieri) tenham sidos as dUdnicas que se
mostraram eficientes no biocontrole do patégeno em
ambos o0s testes, observou-se que BS-2 (P.
luminescens) e BB-5 (S. maltophilia) foram
eficientes no controle do patégeno em frutos, porém
ineficientes no teste de antagonismo “in vitro”,
indicando a possibilidade da ocorréncia de mais de
um mecanismo de a¢do, como: antibiose, lise das
estruturas do patégeno e competicdo, ou mesmo,
inducdo de resisténcia no hospedeiro, uma vez que
atividades de inibicdo foram observadas em testes
especificos, como antagonismo in vitro (SHIOMI et
al., 2008) e pela aplicacdo dos agentes de controle
biolégico nos frutos de maracuja

Tabela 3. InibicAo do crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides por bactérias com acdo antagOnica a
fitopatdgenos, em frutos de maracuja.

Tratamento R.C'(cm) L.R” (%)

Testemunha 0,82a* 0,0
BB-4 0,81a 0,9
BS-2 0,63b 23,4
BS-5 0,53c 34,8
BB-1 0,46d 43,6
BS-6 0,80a 2,2
BS-3 0,46d 43,6
BB-6 0,57c 29,9
BB-5 0,80a 2,4

CV (%) 3,06
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* Médias ndo seguidas pela mesma letra diferem entre si, ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

' LR.(%) = (RC - RT)/RC x 100, sendo: IR = Inibigao relativa ; RC
= raio da colbnia no tratamento controle com o patégeno; RT =
raio da colénia do patégeno no tratamento com o isolado
bacteriano antagdnico
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Figura 1. Frutos de maracuja inoculados com Colletotrichum gloeosporioides. Tratamentos: Testemunha (a) e com o

isolado BB-6 (Yersinia bercovieri) (b).

Conclusdes

- Os isolados bacterianos BB-4 (B. cereus GC.
Subgrupo B), BB-1 (B. alcalophilus), BS-6 (B.
cereus GC. Subgrupo B), BS-3 (P. luminescens),
BB-6 (Y. bercovieri) e BB-5 (S. maltophilia) inibem o
crescimento micelial de C. gloeosporiodes em teste
de antagonismo “in vitro”.

- Os isolados bacterianos BS-2 (P. luminescens),
BS-5 (B. cereus GC. Subgrupo B), BB-1 (B.
alcalophilus), BS-3 (P. luminescens) e BB-6 (Y.
bercovieri) s&@o eficientes no biocontrole da
antracnose em frutos de maracuja.

- Os isolados bacterianos BB-1 (B. alcalophilus),
BS-3 (P. luminescens) e BB-6 (Y. bercovieri) séo
eficientes no biocontrole de C. gloeosporioides,
tanto em testes de antagonismo “in vitro”, quanto
em frutos de maracuja.
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