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RESUMO

A cultura do sisal tem importancia significativa para regiao semiarida da Bahia, sendo
fonte de renda para inUmeras familias. No entanto, a doen¢a podriddo vermelha do
sisal, causada por Aspergillus nigertornou-se um grande problema para a cultura. Na
auséncia de alternativas convencionais para 0 seu manejo, o objetivo deste estudo foi
avaliar isolados bacterianos e Penicillium citrinum previamente selecionados,
aplicados de forma combinada ou individual sobre o A. niger e no controle da podridao
vermelha do sisal. A compatibilidade de seis bactérias e P. citrinum foi testada in vitro.
Brevibacterium sp. 90 (B90) e Bacillus pumilus 105 (Bp105) ndo influenciaram o
crescimento micelial de P. citrinum indicando que esses isolados foram compativeis.
Entretanto, verificou-se reacfes de incompatibilidade entre os isolados Paenibacilus
sp. (512), Serratia rubidae (127) e Bacillus sp. (BMH) com P. citrinum. Quando
avaliados em ensaios de cultivo pareado, os isolados individuais e as suas misturas
inibiram o crescimento e germinacdo de esporos de A. niger. Nos estudos em casa de
vegetacao os isolados B90 e P. citrinum aplicados de forma combinada ou individual
reduziram significatiwvamente a incidéncia da podriddo vermelha. O isolado Bpl105
ndo mostrou efeito significativo na reducéo daincidéncia, contudo quando combinado
com P. citrinum a incidéncia reduziu significativamente. Todos o0s tratamentos
promoveram reducao significativa da severidade da doenca. Interacbes sinergisticas

entre os agentes de controle biolégico ndo foram observados.

Palavras-chave: Agave sisalana, Aspergillus niger, misturas microbianas, sinergismo
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1 INTRODUCAO

Originario da regido semiarida da Peninsula de Yucatan, no México, o sisal
(Agave sisalana Perrine ex. Engelm) € uma monocotiledénea tolerante a seca que
pertence a familia Agavaceae. A fibra dura produzida por esta planta tem mditiplas
aplicacdes que variam de tapecaria artesanal para a industria automobilistica e da
construcdo. O uso de fibras de sisal aumentou recentemente porque tem muitas
vantagens ambientais e tecnolégicas (CHANDRAMOHAN e MARIMUTHU, 2011;
REIS, 2012).

A producdo mundial de fibra de sisal € 281,553 toneladas, cultivada em 313.985
ha. O Brasil € o maior produtor e exportador, com 150,584 toneladas cultivadas em
176.739 ha, que esta concentrada na regiao semiarida do Nordeste do pais. A cultura
do sisal tem uma cadeia de producdo que emprega mais de 0,5 milhdes de pessoas,
a maioria pequenos agricultores que utilizam méao-de-obra familiar (FAO STAT, 2016).

O sisal € uma planta que apresenta poucos problemas fitossanitarios relatados
nas diferentes regides do mundo. Ainda assim, no Brasil e Tanzania a doenca
conhecida como podridao vermelha do sisal, causada pelo fungo Aspergillusniger Van
Tieghem tem sido descrita causando seérios prejuizos a cultura (KIMARO et al., 1994;
SANTOS et al., 2014).

A podriddo vermelha do sisal (PVS) afeta plantas em todos os estagios
fenologicos da cultura e induz a uma coloragdo avermelhada dos tecidos internos do
caule, evoluindo para podriddo, resultando na morte da planta. Externamente as
folhas ficam amareladas e murchas (COUTINHO et al, 2006; GAMA et al, 2014).
Desse modo as folhas da planta afetada pela PVS tornam-se improprias para o
desfibramento, diminuindo a producdo e gerando prejuizos para o0s produtores
(BARBOSA, 2015).

Devido a importancia econdmica e social da cultura do sisal, a busca de

alternativas de controle da podriddo vermelha faz-se necessario para 0 manejo e
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expansdo desta cultura. Sendo que até o momento nao existe um método de controle
eficaz para essa doenca, além das patologias relacionadas a fungos veiculados pelo
solo, a exemplo da PVS, serem de dificil controle (SA, 2009; 2013).

O controle biolégico de patdbgenos de plantas constitui uma promissora
estratégia para reduzir os impactos ambientais e 0s riscos a saude humana causados
pelo uso de agroquimicos. Estudos recentes demonstraram que a aplicagdo de
agentes de controle biologico (ACB) pode ser uma alternativa para o controle da PVS
(SILVA, 2012; MAGALHAES, 2013).

Entretanto, a falta de consisténcia dos resultados em campo € uma das
principais limitacbes para o uso generalizado de controle biolégico (GLARE et al.,
2012). Assim, algumas alternativas para aumentar a sua eficiéncia tém sido
estudadas, tais como a aplicagdo conjunta com fungicidas compativeis e a
combinacédo de diferentes ACBs (ELAD etal., 1993).

O biocontrole com a mistura de agentes pode aumentar 0 espectro de acao
contra o patdégeno alvo, devido ao envolvimento de varios mecanismos, tais como
inducdo de resisténcia, competicdo e producdo de antibiéticos (THILAGAVATHI et al.,
2007; MEYER e ROBERTS 2002; SUNDARAMOORTHY et al., 2012).

O presente estudo, portanto, teve como objetivo avaliar isolados bacterianos e
Penicillium citrinum previamente selecionados, aplicados de forma combinada ou

individual sobre o Aspergillus niger e no controle da podriddo vermelha do sisal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agave sisalana Perrine ex Engelm

Botanicamente, a planta de sisal se caracteriza como uma monocotiledénea,
da familia Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave, subgénero Euagave,
espécie Agave sisalana (MEDINA, 1954). Varias espécies desse género se destacam,
dentre elas Agave sisalana (sisal comum) e Agave fourcroydes (henequém), que séo
mais conhecidas pela importancia comercial na producdo de fibras no mundo. No
entanto, apenas A. sisalana é cultivada no Brasil (MOREIRA et al., 1999).

O sisal comum (A. sisalana) € a variedade comercial de maior predominancia
no Brasil, mas o sisal hibrido11648 resultante do cruzamento de A. angustifolia x A.
amaniensis também é cultivado (SUINAGA et al., 2006). O hibrido 11648 oferece
maior producdo de fibras (SILVA et al., 2008), porém as fibras ndo apresentam
superioridade tecnologica quando comparada ao sisal comum (AZZINI et al., 1989).

O sisal possui sistema radicular fasciculado, fiboroso e em forma de tufo. A
planta € acaulescente, ou seja, tem apenas um tronco ou eixo principal sobre o qual
estdo inseridos as folhas e o broto terminal. Suas folhas s&o lanceoladas e sem
peciolo (séssil) (MOREIRA, et al., 1999).

As flores sdo hermafroditas e a polinizacdo é, em geral, realizada por insetos
(MOREIRA et al., 1999). Os frutos sédo capsulas de coloracdo verdes e carnosas nos
estagios iniciais de formacao, tornando-se castanho quando maduro e coloracéo preta
e fibroso quando seco (GONDIM e SOUZA, 1999).

A planta do sisal floresce e frutifica somente uma vez (monocérpica), proximo

ao final do ciclo vegetativo, emitindo uma inflorescéncia denominada de escapo floral
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ou, popularmente, “flecha” ou “pendao floral”. Nesta floracdo, sdo produzidos flores,
frutos e sementes, ou apenas os bulbilhos, enquanto vai ocorrendo a morte do sisal
(MOREIRA et al., 1999; SILVA et al., 2008).

O sisal se propaga assexuadamente através de rebentbes e bulbilhos. Os
rebentdes (filhotes) sdo mudas que nascem ao lado da planta-méae e se ligam a ela
através de rizomas. Os bulbilhos sdo pequenas plantas que se desenvolvem nos
penddes florais, apds a queda das flores (ABREU, 2010).

Esta Agavaceae apresenta metabolismo CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas) tem os estdmatos em criptas que aumentam a resisténcia ao fluxo de
vapor de 4gua no processo de transpiracdo, além de possuir epiderme fortemente
cutinizada (BELTRAO e AMORIM NETO, 1999). A planta de sisal utiliza em média
apenas 50 a 100g de agua/grama de fitomassa produzida, plantas com outras rotas
de metabolismo fotossintético utiizam em média de 300 a 1000g (TAIZ e ZEIGER,
2004).

O pleno desenvolvimento do sisal ocorre em regides com clima quente, com
grande intensidade de luz e precipitagcdes pluviais anuais entre 600 a 1500mm
(BELTRAO e AMORIM NETO, 1999). Dependendo das condicbes edafoclimaticas, o
inicio da fase de producédo ocorre apos 36 meses de cultivo da planta, ou quando as
folhas atingem cerca de 140 cm de comprimento, podendo resultar em fibras de 90 e
120 cm. As folhas séo geralmente coletadas em intervalos de 6 a 8 meses durante
toda a vida Util da planta (8 a 10 anos) (BASU et al., 2012). Apds esse periodo, ocorre
o surgimento do escapo floral (“flecha”) e a planta completa seu ciclo e morre (SILVA
e BELTRAO, 1999).

Normalmente, o sisal comum (A. sisalana) possui uma producdo média de 180
a 250 folhas/ciclo por planta e cada folha contém cerca de 1000 a 1200 feixes de fibra
(MURHERJEE e SATYNARAYANA, 1994). O sisal hibrido 11648 apresenta uma
producdo média superior de 600 folhas/ciclo por planta (SILVA e BELTRAO, 1999).

2.2 Importancia econdémica do sisal

Do sisal, utiliza-se principalmente a fibra das folhas com elevados teores de

celulose e lignina. Entre as fibras de origem vegetal, a do sisal € certamente a mais
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importante, e representa, aproximadamente, 70% da produgédo mundial anual de fibras
desse tipo (MARTIN etal., 2009).

Quando beneficiada, as fibras sédo destinadas a industria de cordoaria (cordas,
cordéis, fios, tapetes) (BASU et al., 2012), também usada na confeccdo de
artesanatos (ALVES et al., 2008) e como matéria-prima para a industria de papel e
celulose (GUTIERREZ et al., 2008). Recentemente tém sido aplicadas na industria
automobilistica, naval, moveleira e na construcdo civil, constituindo um mercado em
expansao (LI et al., 2000; AGOPYAN et al., 2005; REIS, 2012).

Entre os maiores produtores mundiais da fibra de sisal, o Brasil se mantém
como maior produtor com é&rea cultivada de 252.849 ha e produgcdo estimada em
181.443 t (BGE, 2015), seguido da Tanzania, Quénia, Madagascar e China (FAO
STAT, 2016). O Brasil também é o maior exportador de fibras e manufaturados de
sisal e exporta principalmente para os Estados Unidos, China e Portugal. As
exportacoes brasileiras do complexo sisal em 2013 foram de 60,1 mil toneladas e
totalizaram US$ 81 milhGes em divisas para o pais (CONAB, 2014).

O estado da Bahia €, atualmente, o principal produtor brasileiro de sisal tendo
em 2015, explorado mais de 184 mil ha e colhido 175.226 toneladas o que
corresponde mais de 96% de toda a producdo brasileira. Com menor destaque 0s
estados da Paraiba (3,0 %), Ceara (0,4%) e Rio Grande do Norte (0,1%) que também
sao produtores de sisal (IBGE, 2015).

O cultivo de sisal se concentra em areas de pequenos produtores, com
predominio da agricultura familiar (CONAB, 2014). Desse modo, a cultura do sisal
assume grande importancia socioecondmica contribuindo para a geracdo de
empregos e renda, além da fixacdo do homem no campo (MARTIN et al., 2009).
Estima-se que a atividade do sisal no Nordeste, cultivado em cerca de 112 municipios
envolva cerca de 800 mil pessoas (LESSA, 2007).

A produtividade do sisal varia muito no Brasil, mas em 2010, ap6s alguns
investimentos, chegou a 1.200 kg ha1, porém é considerada baixa quando comparada
a outros paises produtores (SEAGRI, 2011). Por exemplo, os paises africanos
apresentam rendimento médio de 2.000 kg ha! (VERDE, 2007).

Vérios fatores tém contribuido para a baixa produtividade da agaveicultura
brasileira dentre os quais: periodos longos de estiagem; baixo valor pago pela fibra,
praticas inadequadas de plantio e tratos culturais incorretos; falta de maquinas

modernas para colheita e desfibramento; e nos ultimos anos, a podridao vermelha do
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sisal, tem ameacado ainda mais a sustentabilidade dessa cultura (COUTINHO et al.,
2006; SANTOS et al., 2014).

2.3 Podridao vermelha do sisal

O sisal é uma planta bastante ristica e apresenta poucos problemas
fitossanitarios relatados nas diferentes regides do mundo. Ainda assim algumas
pragas e doencas tém sido descritas causando sérios prejuizos a cultura.

Dentre as doencas que afetam o sisal, apenas duas foram relatadas até o
momento no Brasil: a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum agaves Cav.
(MEDINA, 1954) que ndo se constitui em problema de importancia econémica e a
podriddo vermelha do sisal que tem afetado a producéo sisaleira sendo este o principal
problema fitossanitario dessa cultura (COUTINHO et al.,, 2006; LIMA et al., 1998;
SANTOS et al., 2014).

A podriddo vermelha do sisal € disseminada em 100% dos plantios na Bahia e
a incidéncia varia entre as regides de cultivo, sendo que em algumas nao ultrapasse
5% da area enquanto em outras pode alcancar 65% (ABREU et al., 2007). O cenario
€ ainda mais preocupante em virtude da sua capacidade de destruicéo, pois as folhas
tornam-se improprias ao desfibramento e as plantas morrem, inviabilizando a
atividade para o agricultor (COUTINHO et al., 2006).

Embora exista controvérsia com relacdo a identidade do agente etiolégico, dois
fungos ja foram relatados causando a podriddo vermelha do sisal no Brasil:
Botryodiplodia theobromae (Pat) (sin: Lasiodiplodiatheobromae) (LIMA et al., 1998) e
Aspergillus niger Tiegh (COUTINHO et al., 2006). No entanto, nesses relatos, os
fungos foram identificados com base em observacBes morfoloégicas e apenas a
espécie A. niger teve a patogenicidade confirmada.

Assim sendo, o fungo A. niger € relatado como o principal agente causador da
podriddo vermelha tanto pela frequéncia de ocorréncia quanto pela severidade da
doenca (COUTINHO et al., 2006). Além do A. niger outras espécies do género da
secado Nigricomo Aspergillusbrasiliensis e Aspergillustubingensis foram identificadas
com base em andlises morfolégicas, testes de patogenicidade e andlises filogenéticas
mostrando-se capazes de desenvolverem os sintomas da podridao vermelha do sisal
(SANTOS etal., 2014).
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A podriddo vermelha é caracterizada por apresentar coloracdo avermelhada
gue se estende desde o caule até a base da folha, amarelecimento e murcha das
folhas, aliado ao apodrecimento do tronco, o qual comeca a se desprender facilmente
do chao levando a planta a morte (COUTINHO et al., 2006).

Estudos realizados em mudas de sisal confirmam que € necessario a presenca
de leséo no caule para a penetracao e infecgcdo do A. niger nos tecidos das plantas.
Porém, a infeccdo do patégeno ndo ocorre em raizes, mesmo quando lesionadas.
Ferimentos ocasionados devido ao corte das folhas para o desfibramento e aqueles
causados por instrumentos utilizados para a realizacédo de tratos culturais, dédo origem
a suposicao de que esse seja um dos mecanismos de penetragdo e disseminacéo do
patogeno (BATISTA et al., 2010).

Atualmente ndo existem produtos quimicos registrados e cultivares conhecidas
resistentes a podriddo vermelha. As principais medidas de manejo da doenca se
baseiam no controle cultural. Assim sdo preconizados o0 arranquio e queima de plantas
com sintomas da doenca; desinfestacdo de ferramentas de trabalhos; uso rebentos
provenientes de campos sadios para implantacdo de novas areas; uso de bulbilhos
no caso de nao existéncia de materiais confiaveis; e utilizacdo do residuo do
desfibramento oriundos de plantas sadias como adubacdo organica para evitar
estresses nutricionais a planta e manter por maior tempo a umidade do solo
(SUINAGA et al., 2006; SILVA et al., 2008).

2.4 Controle biolégico da podriddo vermelha

O controle biolégico de microrganismos consiste na “reducdo da soma de
inbculo ou das atividades determinantes da doenca provocada por um patdgeno,
realizada por um ou mais organismos que ndo seja o homem” (COOK e BAKER, 1983;
COOK, 1993).

Este método de controle consiste na introducdo/aplicacdo artificial de
microrganismos antagdnicos que podem ser aléctones ou autdéctones que,
consequentemente, ativam seus mecanismos de acdo, como exemplos, antiobiose,
competicdo, parasitismo, predacdo, hipoviruléncia e inducdo de defesas do
hospedeiro (BETTIOL, 1991; MELLO, 1998).



16

Para a podridao vermelha do sisal, o controle biol6gico pode ser uma vantagem
competitiva por se tratar de cultura ecoldgica, livre de residuos quimicos e conhecido
como sisal organico (LEAL et al., 1997).

O primeiro trabalho com agentes de controle bioldgico contra a podridao
vermelha do sisal foi realizado por Sa (2009), identificando isolados de Trichoderma
com potencial para controle de Aspergillus niger. Desde entdo diversos trabalhos tém
sido realizados utilizando esse método de controle, e alguns agentes tém se mostrado
promissores para o biocontrole dessa doenca (SILVA, 2012; DAMASCENO, 2012;
MAGALHAES, 2013; SA, 2009; 2013).

Magalhdes (2013) mostrou que bactérias do género Bacillus possuem potencial
para o biocontrole da podriddo vermelha do sisal. Neste estudo o gene bamC foi
detectado nos isolados de Bacillussp. (BMH e INV) sugerindo que os mesmos podem
produzir o antibiético Bacilomicina, provavelmente o principal mecanismo de acao
envolvido na antibiose a A. niger.

Em estudos realizados por Damasceno (2012) foi verificado que o tratamento
das mudas de sisal com Penicillium citrinum em intervalos de 48 e 72 horas antes da
aplicacao do patégeno promoveu uma significativa diminuicdo de 100% da severidade
da doenca em condi¢cOes experimentais.

Em alguns casos o controle biolégico de doencas tem apresentado resultados
inconsistentes em condicbes de campo, possivelmente devido as influéncias de
fatores bidticos e abidticos que podem impor limitagbes a eficiéncia dos ACB
(ZORZETTI etal., 2014). Diversos autores tém documentado que a inoculagcdo de um
Gnico agente para o controle de doengas parece ndo apresentar resultados
satisfatorios em todas as condicbes do ambiente (MEYER e ROBERTS, 2002;
THILAGAVATHI et al., 2007).

Como varios fatores afetam o desempenho dos ACBSs, o uso combinado de
diferentes microrganismos pode tornd-los mais eficientes, permitindo melhores
resultados em campo (MEYER e ROBERTS 2002). O biocontrole com misturas de
agentes pode ampliar o espectro de acao devido ao envolvimento de mdltiplos modos
de acdo contra o patdgeno alvo, tais como producdo de antibiéticos, inducdo de
resisténcia e competicdo por espaco e nutrientes (MEYER e ROBERTS 2002;
SUNDARAMOORTHY et al, 2012). As misturas incluem bactérias e fungos
filamentosos e leveduriformes (LEIBINGER et al., 1997; JANISIEWICZ e BORS, 1995)
bactérias e bactérias (SUNDARAMOORTHY et al., 2012).
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Nos Ultimos anos, o interesse pela aplicacdo de combinacdes de ACB contra
patdgenos de planta tem aumentado expressivamente em busca dos efeitos aditivos
ou sinergisticos, no entanto as interacées podem também ser antagbnicas (XU et al.,
2011). Para produzir um efeito sinergistico, o efeito combinado dos agentes deve ser
maior do que os efeitos individuais, matematicamente quando o efeito da mistura dos
agentes € igual & soma dos efeitos individuais. Em uma interacdo sinergistica, dos
ACBs observa-se efeito superior a soma (MENDOZA e SIKORA, 2009; XU et al.,
2011). O efeito antagbnico é considerado uma interacdo negativa, na qual o efeito
combinado é menor que os efeitos individuais (GUETSKY et al., 2002).

Neste contexto, Barbosa (2015) testou diversas combinagbes de isolados
bacterianos que sédo antagbnicos ao A. niger nas condicdes edafoclimaticas da regido
sisaleira da Bahia. Os resultados mostraram que as combinagdes reduziram
significativamente a severidade dos sintomas da podriddo vermelha em mudas de
sisal, porém nenhuma das combina¢des avaliadas resultou numa interacédo
sinergistica.

Atualmente, buscam-se alternativas, como a mistura de ACBs e outras
estratégias para o aumento da eficiéncia de controle da podridédo vermelha do sisal.
Além disso, outros estudos complementares devem ser realizados para avaliar a
forma e o periodo de aplicacdo dos agentes; o preparo de formulagcfes eficientes para
armazenamento e manuseio; potencial de uso curativo dos ACBs; estratégia para sua

utilizagdo no manejo integrado da podridao vermelha do sisal em campo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Auvaliar isolados bacterianos previamente selecionados e Penicillium citrinum
aplicados de forma combinada ou individual sobre o Aspergillus niger e no

controle da podridao vermelha do sisal.

3.2 Objetivos especificos
e Identificar a compatibilidade entre isolados bacterianos e P. citrinum para o

controle da podridao vermelha do sisal;

e Elaborar misturas de isolados bacterianos compativeis com P. citrinum para a

inibicdo da germinacéo de esporos e crescimento micelial de A. niger;

e Verificar a eficiéncia de preparacfes contendo isolados individuais de bactérias
e P. citrinum e suas misturas para o controle da podridao vermelha em mudas

de sisal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Mudas de sisal (A. sisalana) do tipo bulbilhos foram obtidos a partir de plantas
saudaveis em campo no municipio de Campo Formoso, Bahia - Brasil. Os bulbilhos
foram plantados em tubetes com 500 cm?3 e mantidos em um viveiro por 90 dias. Ap6s
o periodo de crescimento, foram selecionadas plantas de sisal com 25 cm de altura e

sem ferimentos visiveis.

4.2 Obtencéao e cultivo de microrganismos

O fungo Aspergillusniger (isolado NA131) foi isolado a partir de plantas de sisal
sintomaticas a partir de um campo de producdo e foi depositado na cole¢do de
microrganismos da Universidade Federal Recéncavo da Bahia (UFRB). O isolado
NA131 foi cultivado a 28°C de 7 a 10 dias em BDA (Batata Dextrose Agar, Himedia).
ApOs o crescimento, os conidios foram coletados pela adicdo de 20 mL de solugcéo de
Triton X-100 (0,05%), seguida de raspagem das colénias com auxiio de alca de
Drigalski, sendo obtida uma suspenséo padronizada de 107 conidios mL™.

Todos os antagonistas foram selecionados com base na sua eficiéncia no
controle da podriddo vermelha de sisal em estudos anteriores e pertencem a colecao
de culturas da UFRB (Tabela 1). Os isolados Brevibacterium sp. 90 (B90), Bacillus
pumilus 105 (Bp105), Serratia rubidaea 127, Paenibacillus sp. 512 foram isolados
como endofitos de sisal. Bacillus sp. INV e Bacillus sp. BMH foram obtidos a partir de
amostras de solo de campos de cultivo de sisal.
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Os isolados bacterianos foram cultivados em 100 mL de caldo nutriente em
frascos de 250 mL e incubados a 28 °C em agitador orbital a 120 rpm durante 24 h.
As células bacterianas foram recolhidas por centrifugacdo a 12000 rpm durante 3 min,
0 sobrenadante foi removido, e as células foram lavadas duas vezes em NaCl a
0,85%. Finalmente, cada suspenséo bacteriana foi padronizada para 10° UFC mL"%, 0
que foi confirmado por contagem de colbnias em agar nutriente (dados nédo
mostrados).

Penicillium citrinum foi isolado do caule de plantas de sisal em experimentos
anteriores realizados por Damasceno (2012) (Tabela 1). Este isolado pertence a
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia Agricola da UFRB. O
indculo para a realizacdo dos experimentos foi obtido através da adicdo de 20 mL de
uma solugdo de Triton X-100 a 0,05% em placa de Petri contendo meio de cultura
BDA e o fungo crescido por 10 dias a 28 °C. A suspensdo foi ajustada para a
concentracdo 107 conidios mL™.

Tabela 1: Identificacdo e origem dos antagonistas de Aspergillus niger utilizados nos
experimentos.

Microrganismos Caodigo Origem Referéncia
Brevibacterium sp. 90 Sisal SILVA (2012)
Bacillus pumilus 105 Sisal SILVA (2012)
Serratia rubidaea 127 Sisal SILVA (2012)
Paenibacillus sp. 512 Sisal SILVA (2012)
Bacillus sp. INV Solo MAGALHAES (2013)
Bacillus sp. BMH Solo MAGALHAES (2013)
Penicillium citrinum Pc Sisal DAMASCENO (2012)

4.3 Compatibilidade in vitro entre os microrganismos antagonistas

A compatibilidade dos antagonistas foi avaliada pela técnica de cultivo pareado.
Os microrganismos foram co-inoculados em meio de BDA e meio BF descrito por
Mishra et al. (2013) (100g de batata, 2,5g de NaCl, 2,5g peptone, 0,75 g extrato de
levedura, 0,75g extrato de carne, 20g de agar bacteriolégico, e 1 litro de agua

destilada). Os conidios de P. citrinum foram raspados de col6nias de 10 dias de idade
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com alca de platina e depositados em microtubos contendo solugdo agar-agua (1%)
e homogeneizado em vortex. Em seguida, uma aliquota de 6 yL dessa suspenséao foi
adicionada no centro das placas contendo meio BDA ou meio BF. Apds 48 horas, uma
aliquota de 6 pL de cada suspensao bacteriana foi colocada em discos de papel filtro
esterilizado (5 mm de diametro) numa distancia de 40 mm da colénia de P. citrinum.
O tratamento controle continha apenas o P. citrinum nos meios de cultura. Em
seguida, as placas foram incubadas a 28°C e diariamente examinados o crescimento
micelial e halos de inibicdo. Neste ensaio, a compatibilidade foi definida como a
auséncia de halos de inibicdo. O experimentado foi repetido duas vezes, utilizando
quatro repeticOes para cada tratamento, onde cada repeticao foi representada por

uma placa de Petri.

4.4 Efeitos dos agentes de biocontrole e suas combina¢cdes na germinacao de

conidios de A. niger

Para este experimento foram utilizadas as bactérias antagonistas compativeis
com P. citrinum selecionadas no experimento anterior. Cem microlitros de suspensodes
de Brevibacterium sp. (90), B. pumillus (105) (10° UFC mL-1) e P. citrinum (10° conidios
mL1) foram transferidas para pocos de placas de Elisa. Para os tratamentos
resultantes das combinagdes foram adicionados 100 uL de uma preparacéao contendo
partes iguais das suspensdes de cada antagonista. Em todos os pocos, foram
adicionados 100 uL da suspensao de conidios A. niger (10® conidios mL™1) e 50 pL de
meio BD (Batata Dextrose).

O tratamento controle continha apenas a suspensao de conidios do patdgeno
(100 pL) e o meio BD (50 pL). As placas foram fechadas e incubadas a 28°C por 16
horas. Quando o tratamento controle apresentou 70% de germinacao, foi aplicada
uma gota de lactofenol para paralizar a germinacdo, e as amostras foram mantidas
sob refrigeracdo (4°C). A germinacdo de conidios foi avaliada por uma contagem
aleatoria de 100 esporos para cada repeticdo usando um microscopio optico (400X).
S6 foram considerados como conidios germinados, o0s conidios com tubos
germinativos maior ou igual ao seu diametro. O experimentado foi repetido duas
vezes, utilizando quatro repeticbes de cada tratamento na mesma placa. Cada

repeticéo foi representada por um poco da placa de Elisa.
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4.5 Inibicdo do crescimento micelial de A. niger

Os antagonistas foram testados isoladamente e em combinacdes contra o
crescimento micelial de A. niger (isolado NA131) pela técnica de cultivo pareado. A
partir de colénias com 10 dias de idade, crescidas em meio BDA, foi feita uma
suspensao de esporos de A. niger em solucdo de agar-agua (1%), em seguida uma
aliquota de 6 pL dessa suspensao foi adicionada no centro de cada placa contendo
meio de BDA. Apés 24 horas, foram adicionadas as placas 6 puL da suspensao de
cada antagonista Brevibacterium sp. (90), B. pumillus (105) e P. citrinum e suas
misturas em discos de papel filiro esterilizado (5mm). Esses discos foram colocados
a uma distancia de 40 mm do patégeno. Foi utilizado um tratamento controle contendo
apenas A. niger NA131. ApGs as inoculagdes, as placas foram incubadas em ambiente
com temperatura controlada 28°C e o crescimento de A. niger foi registrado a cada 48
h por 18 dias. O delineamento foi inteiramente casualizado com 5 repeticdes para

cada tratamento, onde cada repeticao foi representada por uma placa de Petri.

4.6 Ensaio em casa de vegetacao

ApoOs realizados os testes in vitro foram instalados experimentos em casa de
vegetacao para avaliar o potencial das combina¢des no controle do A. niger (isolado
NA131). Os tratamentos foram: (1): Brevibacterium sp. 90 (B90); (2): B. pumillus 105
(Bpl105); (3): P. citrinum (Pc); (4): B90 + Pc; (5): Bp105 + Pc; (6): A. niger; (7): agua
destilada. As combinacdes foram obtidas por mistura de quantidades iguais (v/v) de
suspensdes bacterianas contendo 10° UFC mLt e P. citrinum 107 conidios mL-1.

Plantas de sisal foram selecionadas com tamanho uniforme (25 cm), cultivadas
como descrito anteriormente. Dois ferimentos equidistantes de 1 mm de diametro
foram feitos na base do caule de cada planta, utilizando uma agulha de seringa.
Duzentos microlitros de suspensfes dos ACBs individuais e as suas misturas foram
inoculados com pipeta nas perfuracées. A inoculacdo de A. niger foi feita apés 24
horas, utilizando 200 yL de uma suspenséo contendo 107 conidios mL"1,

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com 25 repeticdes para

cada tratamento. ApGs 30 dias as plantas foram colhidas e cortadas transversalmente
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(0,5 cm acima do ponto da inoculagéo), avaliando-se a incidéncia da doenca pela
porcentagem de plantas com sintomas da doenga em relacdo ao total de plantas
avaliadas e a severidade dos sintomas no caule determinada por meio da escala de

notas de 0 a 3, conforme proposta por Sa (2009) (Figura 1).

Figura 1: Escala de notas adotada para avaliar a severidade da podridao vermelha
do sisal em mudas inoculadas (SA, 2009). (A) nota 0 — Sem sintomas, apenas lesdes
mecanicas causadas pela perfuracdo da agulha; (B) nota 1 — Sintoma inicial, lesé&o
maior do que a causada pela agulha, podriddo na base da folha mais externa; (C) nota
2 — Sintoma avancado, podriddo no interior da planta, planta ainda viva; (D) nota 3 —
Planta morta, caule totalmente destruido.

4.7 Tratamento de dados e analise estatistica

Os dados de severidade foram transformados para indice de severidade da

(GxF)
(N x3)

doenca (ID) conforme McKinney (1923), utilizando a equacéo : ID = }; x100; na

qual ID —indice de doenca; G — grau atribuido a severidade (nota); F- frequéncia; N —
nimero de plantas avaliadas; 3 — hota maxima.

Os dados coletados foram submetidos a avaliacdo da normalidade da
distribuicao pelo teste de Lilliefors e de homogeneidade de variancia pelo teste Levene
(HILLL e LEWICKI, 2006). Para a andlise de variancia, os dados obtidos em

porcentagem foram transformados usando aformula:  ._ arcosem{x% oj no entanto, 0s

resultados apresentados foram apresentados como valores ndo transformados. As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05). A andlise
estatistica foi realizada utilizando o software Statistica for Windows v. 7.0 (Statsoft
Inc.).

A eficiéncia de controle foi calculada usando a equacdo: Eficiéncia = (T-t) X

100/T, sendo: T- incidéncia no controle; t- incidéncia no tratamento. Utilizou-se ainda,
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as formulas de Abbott para determinar o efeito das interacdes dos agentes de

biocontrole nas combinagbes testadas: E(exp) = (X+¥) - (X. Y)/100 e FS=

E(obs)/E(exp). Na qual, X e Y indicam a eficiéncia de controle de cada agente de
biocontrole quando aplicado sozinho. E(exp)= eficiéncia de controle esperada pela
combinacéo; E(obs)= eficiéncia de controle observada pela combinacdo e FS= fator
de sinergismo alcancado pela combinacdo. Assim: FS >1 significa ocorréncia de
sinergismo; FS<1 representa interagdo antagonica; FS=1 indicativo de interagao

aditiva entre os agentes de controle biologico (LEVY et al., 1986).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias misturas de agentes microbianos tém sido empregadas com sSucesso
contra varios patdgenos de plantas em estudos anteriores. As misturas incluem, por
exemplo bactérias e fungos (LEIBINGER et al., 1997; JANISIEWICZ e BORS, 1995)
e bactérias (SUNDARAMOORTHY et al.,, 2012). Neste contexto, misturas de ACBs
foram testadas contra A. niger agente causador da podriddo vermelha do sisal.
Diversos autores sugerem que as combinacdes de ACBs devem ser compativeis para
obter resultados mais consistentes de controle biol6gico (RAAIJMAKERS et al., 1995).

No presente estudo, seis isolados bacterianos foram selecionados para testar
a sua compatibilidade in vitro com P. citrinum em meio de cultura BDA e meio BF
(Figura 2). Verificou-se uma interagdo significativa (p<0,05) entre os isolados
bacterianos e 0s meios de cultura sobre a inibicdo do crescimento micelial de P.

citrinum (Tabela 2).
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Figura 2: Teste de compatibilidade entre isolados bacterianos e Penicillium citrinum
em meios de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) e BF (Mishra et al., 2013).

Brevibacterium sp. 90 (B90) e Bacillus pumilus 105 (Bp105) ndo reduziram o
crescimento micelial de P. citrinum, ndo sendo observados halos de inibicdo. Ambos
os isolados bacterianos e P. citrinum cresceram juntos, tanto no meio BDA quanto em
meio BF e isso indicou que esses isolados eram compativeis. Conforme estes
resultados os isolados B90 e Bpl05 ndo produziram qualquer elemento antibidtico
sobre o crescimento de P. citrinum.

Entretanto, reacdes de incompatibilidade foram observadas pelos isolados
Paenibacilus sp. (512), S. rubidae (127) e Bacillus sp. (BMH) com P. citrinum que
causaram uma expressiva reducdo do crescimento micelial do fungo em BDA. No
meio BF, a maioria dos isolados reduziram significativamente e de forma maisintensa
do que no meio BDA, incluindo Bacillus sp. (INV), que ndo afetou significativamente o

crescimento micelial de P. citrinum em meio BDA.
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Autores tém demonstrado que a incompatibilidade entre agentes microbianos
pode influenciar negativamente no controle da doenca, pois estes podem competir
entre si por nutrientes e limitar a capacidade de colonizacdo ou atividade de
biocontrole (BABOSA, 2015; MEYER e ROBERTS, 2002).

De modo geral, a taxa de inibicdo do crescimento micelial foi mais intensa em
meio BF, provavelmente devido a disponibilidade de um teor mais elevado e variado
de nutrientes. Os meios de cultura sdo mais ricos em acuUcares e aminoacidos que
grandes quantidades de solo, rizosfera de plantas e do espaco intercelular dos tecidos
vegetais. Assim, ensaios in vitro sdo apenas um indicativo da producdo de compostos

antibioéticos.

Tabela 2: Crescimento micelial de Penicillium citrinum no ensaio de cultivo pareado
com bactérias antagonistas ao Aspergillus niger NA131 em meios de cultura BDA
(Batata Dextrose Agar) e BF (Mishra et al., 2013).

Tratamentos BDA (mm) BF (mm)
P. citrinum 90,00aA 90,00aA
B. pumilus 105 90,00aA 90,00aA
Bacillus sp. BMH 71,00bA 36,25cB
Bacillus sp. INV 86,25aA 39,00bB
Brevibacterium sp. 90 86,25aA 87,50aA
Paenibacillus sp. 512 69,25bA 56,00bB
Serratia rubideae 127 73,50bA 57,75bB

*Numeros seguidos de letras minUsculas na coluna e por letras mailsculas na linha ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Em geral, todos os tratamentos resultaram em reducdo significativa da
germinacédo de esporos de NA131 (Figura 3). A aplicacao individual de P. citrinum (Pc)
resultou numa inibigdo de 70%, enquanto B. pumilus 105 (Bp105) e Brevibacterium
sp. 90 (B90) inibiu98 e 87,2% de germinacdo de NA131, respectivamente. No entanto,
P. citrinum misturado com os isolados bacterianos ndo aumentou a inibicdo dos
conidios. Quando Pc foi misturado com Bp105, os resultados foram semelhantes para
as bactérias aplicadas de forma indiviual, e na combinacdo Pc + B90, a germinacao
de NA131 foi semelhante ao Pc aplicado sozinho.

Resultados semelhantes foram obtidos no ensaio de placa com cultivo pareado

de P. citrinum e os isolados bacterianos no crescimento micelial de NA131 (Figura 3).
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A inoculagdo dos ACBs de forma individual inibiu o crescimento da colonia de NA131
em 30,4, 30,7 e 42,2% para Bp105, B9O0, e Pc, respectivamente. As misturas de Pc e
isolados bacterianos ndo aumentaram significativamente a inibicdo do crescimento
micelial quando comparado ao Pc sozinho.

Figura 3. Efeito da aplicacdo de preparacdes contendo isolados individuais e suas
misturas na inibicdo da germinacéo de conidios e crescimento micelial de Aspergillus
niger NA131. Cont: Controle contendo apenas A. niger; Bp105- B. pumilus; B90-
Brevibacterium sp.; Pc- P. citrinum. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Bacillus spp. sdo conhecidos pela producdo metabdlitos com atividade
antifingica, entre eles lipopeptideos que alteram a permeabilidade de membranas de
esporos fangicos (LIU et al, 2014). Bacillomycin D, por exemplo, provocou
desestruturacdo da membrana celular causando extravasamento de contetdo celular
de micélio e esporos de Aspergillus flavus (GONG et al., 2014). De forma similar,
Penicillium spp. sdo produtores de acidos graxos e peptideos com atividade
antimicrobiana do grupo dos benzoyl aminoacidos (YANG et al., 2015). Bactérias do
género Brevibacterium, por sua vez, sdo conhecidas pela produgdo de acido latico e
de polipeptideos antifungicos (GUPTA e VAKHLU, 2015).

Assim, a aplicagdo conjunta de microrganismos antagonistas, com esse

conjunto de ferramentas bioquimicas ampliaria a inibicdo da germinacdo de esporos
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e crescimento micelial de fungos fitopatogénicos (SUNDARAMOORTHY et al., 2012;
THILAGAVATHI et al., 2007). No entanto, neste estudo a combinac¢&o dos isolados in
vitro ndo resultou no incremento significativo da eficiéncia.

Nos estudos em casa de vegetacéo, verificou-se que a incidéncia da podridao
vermelha nos tratamentos contendo B90 e Pc e da sua combinagcdo reduziram
significativamente a incidéncia da podriddo vermelha do sisal (68, 64 e 68%,
respectivamente) (Tabela 3). B. pumillus 105 ndo apresentou efeito significativo sobre
a incidéncia, contudo no tratamento em combinacdo com Pc a incidéncia foi
significativamente menor que o controle. Por outro lado, todos os tratamentos
promoveram reducgdo significativa da severidade da doenga, em relagdo ao controle

com apenas o patdégeno (Tabela 3).

Tabela 3: Incidéncia e severidade da podriddo vermelha em mudas de sisal (Agave
sisalana) apos tratamento com agentes de biocontrole e suas misturas. E(exp)
(Eficiéncia de controle esperada pela mistura) FS (Fator de sinergismo alcancado pela
mistura).

Eficiéncia E(exp) FS

Tratamentos Incidéncia Severidade de controle (Abbot) (Abbotf)
A. niger 100,00a 100,00a 0,00 -

B. pumilus 105 80,00a 36,00b 20,00 -
Brevibacterium sp. 90  32,00b 10,67¢c 68,00 -

P. citrinum 36,00b 12,00c 64,00 -

Pc + 105 44,00b 22,67bc 56,00 71,20 0,79
Pc + 90 32,00b 13,33c 68,00 88,48 0,77

*Médias seguidas pela mesma letra no diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados similares aos obtidos neste estudo foram observados por
Sundaramoorthy et al. (2012) que, ao aplicarem algumas misturas de Pseudomonas
spp. e Bacillus spp., ndo obtiveram aumento da eficiéncia de controle da murcha em
pimenteira (Capsicum annum L.) causado por F. solani.Por outro lado, existem relatos
de que misturas de antagonistas demonstraram aumento do desempenho em relagéo
a aplicacdes de ACBs isolados (MEYER e ROBERTS 2002).

Existem diversas abordagens para a deteccao de efeitos aditivos ou sinérgicos
resultantes da combinacéo de diferentes agentes de controle, no entanto em todas o

efeito combinado dos ACBs deve ser maior do que o0s seus efeitos individuais
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(MENDOZA e SIKORA 2009). Neste trabalho, apesar da reducdo na incidéncia e
severidade dos sintomas da podridao vermelha pelas combinacbes dos ACBs em
casa de vegetacdo, os valores do fator de sinergismo (FS) foram inferiores ao
requerido para sugerir efeito aditivo ou sinérgico para o (FS<1). De fato, os resultados
estimados para as misturas dos ACBs pelas férmulas Abbott foram menores do que 1
(SF <1), indicando um efeito antagonista entre ACBs (Tabela 3).

A principal vantagem da utilizacdo de preparacfes contendo combinacfes de
ACBs é o aumento na adaptacdo a diferentes hospedeiros, climas e solos, e,
possivelmente, contra uma ampla gama de agentes patogénicos (FRAVEL, 2005).
Sob restritiva condicdes ambientais ou pressdes bioldgicas para uma das estirpes
ACBsSs, a estirpe mais tolerante da preparacao poderia assumir o controle.

Combinacdes de ACBs com diferentes mecanismos de controle biolégico pode
também fornecer uma expressdo mais consistente de efeitos benéficos. Mesmo para
microrganismos incompativeis in vitro, ha uma possibilidade de que eles poderiam ter
sucesso no ambiente, por colonizar diferentes nichos na planta ou habitat, e
aumentando a sua eficiéncia no controle. A combinagcéo de Trichoderma atroviride,
por exemplo, um agressivo colonizador do solo, com estirpes de Pseudomonas spp.
obtidas da rizosfera resultou num aumento significativo do controle do apodrecimento
da raiz de abacate (RUANO-ROSA et al., 2014).

Portanto, com base nestas considerac0es, seria necessario a realizacdo de
experimentos em campo em diferentes épocas e local para afirmar com maior precisao
a eficiéncia das combinacdes de P. citrinum e as bactérias B. pumilus 105 e

Brevibacterium sp. 90.
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6 CONCLUSOES

Bacillus pumilus 105 e Brevibacterium sp. 90 foram compativeis com
Penicillium citrinum.

B. pumilus 105 e Brevibacterium sp. 90 e P. citrinum, utilizados de forma
combinada ou individual, inibiram a germinacéo de esporos e crescimento micelial de
Aspergillus niger.

Os isolados Brevivacterium sp. e P. citrinum reduziram aincidéncia da doenga;
entretanto todos os isolados reduziram a severidade da podridédo vermelha do sisal;

Nao houve sinergia da mistura dos isolados compativeis no controle da

podriddo vermelha do sisal em casa de vegetacao.
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