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MECANISMOS DE AGAO DE Bacillus spp. ENVOLVIDOS NO BIOCONTROLE
DE Phyllosticta citricarpa

RESUMO - A mancha preta dos frutos citricos, causada pelo fungo
Phyllosticta citricarpa afeta quase todas as espécies de citros, provocando
problemas em sua comercializacdo. Sua principal medida de controle é através da
utilizacéo de fungicidas, porém devido aos impactos causados por estes, técnicas
alternativas foram consideradas, como por exemplo, o controle biolégico. Dessa
forma, neste trabalho, avaliou-se a atividade antagbnica, a produgcdo de enzimas
hidroliticas e o efeito de metabdlitos volateis, termoestaveis e livres de células
produzidos por setenta isolados de Bacillus spp. sobre o desenvolvimento micelial
de Phyllosticta citricarpa. No pareamento, fungo e bactéria foram cultivados juntos e
0 mesmo para a produgédo de compostos volateis, porém, utilizando placas de Petri
bipartidas. Para a produgdo de compostos termoestaveis e livres de células, uma
aliquota de meio cultivado com a bactéria foi adicionada ao meio de cultura e
submetido a autoclavagem. Outra aliquota foi filtrada em membrana millipore e
adicionada ao meio fundente. Apds vertidos e solidificados os meios, discos do
patdégeno foram transferidos para o centro das placas e, apés incubacgao realizou-se
a medigdo das coldnias do fungo em dois sentidos perpendiculares. No pareamento,
sessenta e nove isolados de Bacillus spp. proporcionaram mais de 25% de inibicédo e
para os metabdlitos volateis, vinte e sete isolados da bactéria mostraram ser
capazes de controlar significativamente o desenvolvimento do fungo. Todos os
isolados de Bacillus spp. produziram substancias antifingicas que suportaram a
autoclavagem e proporcionaram até 98% de inibicdo e sessenta e nove isolados
produziram metabdlitos livres de células em quantidades suficientes para inibir o
desenvolvimento do fungo. A produgdo de [-1,3-glucanase foi verificada pelos
quatro isolados bacterianos testados, quando utilizado fragmentos da parede celular
do fitopatdogeno e a produgéo de quitinase n&o foi constatada. De acordo com os
dados obtidos, o presente trabalho demonstrou o uso em potencial de isolados de
Bacillus spp. na inibicdo do desenvolvimento do fungo P. citricarpa, através de
diferentes mecanismos de acéo.

Palavras-chave: enzimas hidroliticas, cultivo pareado, metabdlitos livres de células,
metabdlitos termoestaveis, metabdlitos volateis



MECHANISMS OF ACTION OF Bacillus spp. INVOLVED IN THE
BIOCONTROL OF Phyllosticta citricarpa

ABSTRACT - The black spot of citrus caused by the fungus Phyillosticta
citricarpa affects almost all citrus species, causing problems in their marketing. It can
be primarily controlled through the use of fungicides, but due to impacts caused by
these, alternative techniques have been considered, such as biological control. In
this study, we have therefore evaluated the antagonistic activity, the production of
hydrolytic enzymes and the effect of volatile, thermostable and free of cells
metabolites, produced by seventy isolates of Bacillus spp. on mycelial growth of
Phyllosticta citricarpa. In the pairing, fungus and bacteria were grown together; the
same was implemented for the production of volatile compounds, however, using
bipartite Petri dishes. For the production of thermostable compounds, free of cells, an
aliquot of the cultured medium with the bacterium was added to the culture medium
and subjected to autoclaving. Another aliquot was filtered through a millipore
membrane and added to the melting medium. After the media were poured and
solidified, the pathogen discs were transferred to the center of the plates and, after
incubation the measurement of fungal colonies was made in two perpendicular
directions. In pairing, sixty-nine isolates of Bacillus spp. provided more than 25%
inhibition and for the volatile metabolites, twenty seven different strains were shown
to be capable of controlling fungal growth significantly. All isolates of Bacillus spp.
produced antifungal substances which sustained the autoclave and provided up to
98% inhibition and sixty-nine strains produced metabolites free of cells in amounts
sufficient to inhibit the growth of the fungus. The production of B-1,3-glucanase was
verified through the four bacterial strains tested, when using fragments of the cell wall
of the phytopathogens and chitinase production was not detected. According to the
data obtained, this study demonstrated the potential use of isolates of Bacillus spp. in
the inhibition of the fungus P. citricarpa through different modes of action.

Keywords: hydrolytic enzymes, paired growth, metabolites free of cells,
thermostable metabolites, volatile metabolites
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1. INTRODUCAO

A mancha preta dos frutos citricos (MPC), causada pelo fungo Phyillosticta
citricarpa (McAlpine) Petrak (teleomorfo: Guignardia citricarpa Kiely) afeta quase
todas as espécies de citros, causando depreciacdo estética dos frutos e
consequente prejuizo na comercializagdo destes para consumo in natura. A
comercializacdao dos frutos é afetada principalmente no mercado externo, em
decorréncia de barreiras fitossanitarias impostas por paises da comunidade
europeia, sendo considerada uma doengca de grande importdncia econdmica
(AGUILAR-VILDOSO, 2002).

O uso de fungicidas constitui-se na principal medida de controle da MPC
(FUNDECITRUS, 1998). O controle baseia-se, principalmente, na utilizacdo de
fungicidas protetores ou sistémicos, isoladamente ou combinados, associados ou
nao a 6leo mineral (CALAVAN, 1960; KOTZE, 1981; GOES et al., 1990; SCHUTTE
et al., 1997; GOES, 1998).

O atual nivel de incidéncia e severidade demonstrada pela doenca,
principalmente nos pomares citricos do Estado de Sao Paulo, demonstra o nivel de
gravidade e as boas condigbes de adaptacédo encontradas pelo fungo, de maneira
que as medidas de controle adotadas tém apenas contribuido para minimizar as
perdas potenciais.

Com a reducao do uso de fungicidas, devido a percep¢ao da sociedade sobre
o impacto de sua utilizacdo sobre o ambiente e a saude humana, agricultores e
pesquisadores foram obrigados a considerar a aplicagéo de técnicas alternativas de
controle e, dentre essas, a utilizacdo do controle biolégico de fitopatégenos pode ser
uma opgao. Nesse contexto, a utilizacdo de espécies antagonistas de Bacillus tem
sido extensivamente pesquisada, pelo fato dessas bactérias produzirem varios tipos
de compostos antimicrobianos, incluindo antimicoticos e enzimas hidroliticas
(TABEMERO et al., 1994; MAWADZA et al., 2000), como quitinases e B-1,3-
glucanases, que degradam a parede celular de fungos (BODENMANN et al., 1985;
CHET et al., 1998), além de serem produtoras de esporos que sao resistentes a

dessecacéo, irradiacdo UV e solventes organicos.
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Dados de literatura tém relatado que espécies de Bacillus apresentam
potencial antagbnico contra diversos patdgenos de varias culturas na pré e pos-
colheita, (PUSEY et al., 1986, 1989; KALITA et al., 1996; SONODA & GUO, 1996;
KUPPER & GIMENES-FERNANDES, 2002; COLLINS et al., 2003; KUPPER et al.,
2006; KUPPER et al., 2011, 2012).

Kupper & Gimenes-Fernandes (2002) estudaram in vitro o potencial
antagonistico de 64 isolados de B. subtilis contra Colletotrichum acutatum, em flores
destacadas de lima acida ‘Tahiti’. Segundo os autores, todos os isolados da bactéria
produziram substancias antifUngicas capazes de inibirem o desenvolvimento micelial
do fitopatégeno e alguns deles controlaram em 100% a doenga em flores
destacadas.

Em experimentos de campo realizados por Kupper et al. (2011), os autores
mencionaram a potencialidade de dois isolados de Bacillus subtilis (ACB-69 e ACB-
AP3) em controlar a mancha preta dos citros, porém relataram que mais estudos
deveriam ser realizados, visando a sele¢do de isolados mais eficientes.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo estudar alguns mecanismos
de acao de isolados de Bacillus spp. que pudessem estar envolvidos no biocontrole
do fungo Phyllosticta citricarpa, de maneira a se encontrar isolados mais eficientes

para o controle da mancha preta dos citros.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ocorréncia e Importancia da Doenga

A mancha preta dos citros afeta todas as espécies de citros, com excegéo da
laranja azeda (C. aurantium L.) e seus hibridos que n&o apresentam
susceptibilidade. O fungo, mesmo estando na area do pomar, pode demorar de 5 a
30 anos para provocar a doenca e se espalhar de forma epidémica (KOTZE, 1981;
KOTZE, 1996).

A doenca foi inicialmente descrita na Australia nas proximidades da cidade de
Sidney no ano de 1895, sendo responsavel por grandes perdas com relagéo a frutos
de laranjeira da variedade Valéncia (KIELY, 1948). Em 1925, foi constatada na
provincia de Natal, na Africa do Sul (DOIDGE, 1929). Nos anos posteriores, ela foi
detectada em diversos continentes como Asia (China, Filipinas, Indonésia, Taiwan e
Japao), Africa (Swazilandia, Zimbabwe e Mocambique) e América do Sul (Argentina,
Peru e Brasil) (KOTZE, 1988; FEICHTENBERGER, 1996; FEICHTENBERGER et
al., 1997).

A mancha preta dos citros é de grande importancia econémica, pois causa
depreciagéo estética dos frutos e acarreta prejuizos na comercializagdo dos frutos in
natura no mercado externo em decorréncia das barreiras fitossanitarias impostas por
paises, como a Comunidade Europeia. Quando ocorre alta infecgdo na regido do
pedunculo de frutos em desenvolvimento, pode haver queda prematura refletindo
também, desta maneira, na produgéo (AGUILAR-VILDOSO, 2002).

2.2. Sintomatologia e Epidemiologia

A mancha preta dos citros € uma doenga causada por um fungo, cuja fase
sexual ou perfeita do fitopatdgeno foi descrita em 1948 (KIELY, 1948), sendo
denominada Guignardia citricarpa Kiely e a forma assexual ou imperfeita,
denominada Phyillosticta citricarpa, descrita em 1889 por McAlpine (MCONIE, 1964).



Os o6rgaos atacados pelo patégeno sdo em ordem de frequéncia, os frutos,
folhas, pedunculos, peciolos, ramos verdes e espinhos. Uma das principais
caracteristicas desta doenga é a auséncia de sintomas tipicos nos tecidos vegetais
mesmo estando infectados (AGUILAR-VILDOSO, 2002).

O surgimento de sintomas nos frutos pode demorar até um ano (fase latente),
dependendo da variedade e das condigbes ambientais. O aparecimento é favorecido
pela luminosidade combinada com altas temperaturas, sendo comum encontrar
frutos com maior numero de lesdes na face exposta a luz do sol. Ha varios tipos de
lesbes, nomeadas de acordo com suas caracteristicas, que podem variar
dependendo do tamanho, fase de maturacdo do fruto, condigdes climaticas e tipo de
esporo responsavel pela infeccdo (GOES, 1998; FUNDECITRUS, 2000).

O sintoma mais tipico e comum da doenga é a mancha preta ou mancha dura,
a qual geralmente surge quando os frutos iniciam a fase de mudanga de cor da
casca, levando a maturacdo externa. As lesdes nos frutos s&o deprimidas, com
bordas bem definidas, tendo centro acinzentado e pontos escuros que constituem as
frutificacbes (picnidios) do fungo. Em frutos verdes, as lesées apresentam um circulo
amarelo ao seu redor. Frutos colhidos e infectados, porém assintomaticos, podem
apresentar os sintomas posteriormente, no entanto ndo exibindo areas deprimidas e
pontuagbes negras. Outro sintoma, denominado de mancha marrom ou sardenta
ocorre em frutos maduros e em pés-colheita. O sintoma é caracterizado por
pequenas lesbes de coloragdo pardo-avermelhadas, levemente deprimidas, com
bordas definidas e formato irregular, normalmente ndo apresenta as frutificagbes do
patégeno (GOES, 1998; FUNDECITRUS, 2000).

A mancha virulenta é resultado da fusdo dos diferentes tipos de sintomas.
Caracteriza-se pela formacgéo de lesbes grandes que podem tomar grandes areas do
fruto no decorrer do desenvolvimento, sdo escuras ou de coloragdo marrom, com ou
sem frutificagdes, de formato irregular, podendo ser deprimidas ou n&o. Geralmente
surge no final da safra quando os frutos estdo maduros e com ocorréncia de altas
temperaturas. Em frutos ainda verdes ocorre o sintoma da mancha trincada,
podendo atingir desde pequenas areas até quase a totalidade do fruto, sendo esse
tipo de lesdo encontrada sempre associada ao acaro da falsa ferrugem

(Phyllocoptruta oleivora). A mancha reticulada ocorre em frutos imaturos na forma de
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lesGes superficiais de textura lisa e sem bordas definidas, possui coloragédo marrom
escuro a clara, aspecto encharcado e corpos de frutificagdo nédo estdo presentes.
Tais lesdes podem tomar todo o fruto (GOES, 1998; FUNDECITRUS, 2000).

As folhas podem apresentar sintomas caracterizados por lesbes de centro
acinzentado, com bordas salientes marrom-escuras e circundadas por um halo
amarelo parecido com aquelas observadas nos frutos com sintomas de mancha
dura. As lesbes em folhas sdo frequentemente observadas em tangerineira e
limoeiros verdadeiros, e raramente em plantas de pomelo (GOES, 1998;
FUNDECITRUS, 2000).

Segundo Kotzé (1988), os fatores que podem afetar de modo direto a
epidemiologia da mancha preta dos citros séo, a disponibilidade de in6culo, clima
favoravel a infecgéo, ciclo de crescimento do hospedeiro e fase de maturagdo do
fruto em relacédo a suscetibilidade a infeccédo e eventual desenvolvimento dos
sintomas.

O ciclo priméario da doencga € constituido pela fase sexual de P. citricarpa,
cujas estruturas infectivas s&o os ascésporos, responsaveis pela introdugdo do
patdbgeno na area e o inicio da epidemia a cada ciclo da cultura, ja o ciclo secundario
€ caracterizado pela fase assexual do fungo onde os conidios sao responsaveis pelo
aumento da doenca na planta hospedeira e ao seu redor (KIELY, 1948; AGUILAR-
VILDOSO, 2002).

As estruturas responsaveis pela formacdo de ascos e ascosporos, 0s
pseudotécios, sdo encontrados maduros apenas em folhas caidas no solo e em fase
intermediaria de decomposi¢cdo. A producdo de ascosporos € influenciada pelas
condicbes de temperatura e precipitagdo (ALCOBA et al., 2000). Os ascosporos
produzidos s&o langados e carregados pelo vento e assim disseminados a grandes
distancias, podendo atingir até 25 Km de distancia (KLOTZ, 1973). A producao de
esporos sexuais é de grande importancia, pois além da capacidade de dispersao
possuem maior viabilidade e tolerancia ao ressecamento favorecendo a
sobrevivéncia do patdgeno no campo.

Os picnidios sdo estruturas produtoras de conidios, sendo importantes na
disseminagdo de curta distancia, cuja formacao ocorre principalmente em lesdes de

frutos maduros, bem como em folhas velhas caidas e ocasionalmente presentes em
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folhas novas, hastes de frutos e ramos mortos (SMITH,1996). Os conidios emergem
do picnidio através do ostiolo e estdo cobertos por uma massa mucilaginosa, que é
rapidamente solubilizada e os conidios levados pela agua das chuvas, irrigagdo ou
orvalho, podendo alcangar a superficie de um tecido susceptivel e assim iniciar
novas infecgdes. As folhas infectadas quando caem no solo do pomar formam novos
ascosporos, dando continuidade ao ciclo (KIELY, 1948; KOTZE, 1981; ROBBS et al.,
1985).

O periodo critico para infecgéo ocorre apos a queda das pétalas e estende-se
por até seis meses de desenvolvimento dos frutos (BALDASSARI, 2001). Os
esporos originados sexual ou assexuadamente germinam na superficie do 6rgao
susceptivel e emitem o tubo germinativo e apressério do qual se origina o “peg” de
penetragdo que perfura e entra através da cuticula, originando uma pequena massa
de micélio entre a cuticula e a epiderme do érgéo afetado. Nesta fase o fungo pode
permanecer dormente por até um ano. Este periodo de dorméncia ou infecgéo
latente é interrompido quando o fruto atinge seu tamanho final e inicia a maturagéo,
ou quando a folha ja caida entra em processo de degradacdo. O fungo cresce a
partir do micélio subcuticular e coloniza tecidos mais internos, produzindo os
sintomas tipicos da doenca (MCONIE, 1967; KOTZE, 1988). A manifestagdo da
doenca ¢ influenciada de forma fundamental por fatores ambientais, como radiagbes
solares intensas e altas temperaturas (KOTZE, 1981; KOTZE, 1996).

2.3. Controle

O controle da mancha preta dos citros baseia-se na adogdo de medidas
culturais, a fim de minimizar os prejuizos causados pela doenga, tais como utilizagéo
de mudas sadias, boas condigcbes de nutricdo e sanidade, desinfestacdo de
veiculos, maquinas e equipamentos, retirada de restos vegetais e catacao de frutas
temporas infectadas, controle de ervas daninhas, utilizacdo de quebra ventos e
irrigagdo nos periodos secos para evitar queda excessiva de folhas
(FUNDECITRUS, 2000), emprego de rogadeiras mecanicas, uso de decompositores

das folhas caidas no chéo (BELLOTTE et al., 2009), assim como a destrui¢cao
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mecanica das mesmas através de trinchas (SCALOPPI, 2010) para consequente
redugdo na produgdo de ascosporos (ALMEIDA, 2009). Ja para a reducédo das
infecgdes provenientes de conidios, uma pratica agronémica eficiente é a supresséo
de galhos secos na planta ou a poda dos mesmos (GOES & ALMEIDA, 2007).

Além desses cuidados, inclui-se a utilizacdo de fungicidas protetores ou
sistémicos, isoladamente ou combinados, associados a 6leo mineral ou vegetal. A
utilizacéo indiscriminada de fungicidas, no entanto, promoveu a selegcéo de isolados
resistentes aos principais ativos utilizados, o que levou a restricdo do seu uso
(GHINI & KIMATI, 2000).

2.4. Controle biolégico

Segundo os produtores, o desafio para o controle de doengas tem aumentado
cada vez mais, devido a demanda por produtos livres de residuos quimicos téxicos e
pela percepgdo da sociedade em geral sobre o impacto das praticas que sao
utilizadas no controle de doengas, como 0 uso excessivo de agrotdxicos e suas
consequéncias desastrosas para a saude dos seres humanos e 0 meio ambiente.
Tais pressdes exercidas pela sociedade promoveram o estabelecimento de politicas
governamentais que restringem a utilizagcao de agrotdxicos (GULLINO & KUIJPERS,
1994; RAGSDALE & SISLER, 1994). Desta forma, considerando-se os custos
financeiros e ambientais, agricultores e pesquisadores comecaram a considerar o
uso de métodos alternativos no combate a doencas (PUNJA & UTKHEDE, 2003).

O controle alternativo no contexto da protecéo de plantas contra fitopatogenos
engloba o controle bioldgico e indugdo de resisténcia, e n&o inclui o controle quimico
classico e o melhoramento genético de plantas para resisténcia a doengas. Alguns
autores, no entanto, classificam a indugéo de resisténcia como um tipo de controle
biologico (PASCHOLATI, 1998). O controle biol6gico tem como premissa basica,
manter a densidade populacional das espécies de pragas associadas a agricultura,
em niveis economicamente e ecologicamente aceitaveis. (LIMA et al., 2000). Em um
conceito mais amplo, o controle biolégico é definido por Baker & Cook (1974) como

a ‘reducédo da densidade de in6culo ou das atividades determinantes da doenca,



esta provocada por um patdogeno ou parasita nos seus estados de atividade ou
dorméncia, por um ou mais organismos, realizada naturalmente ou através da
manipulagdo do ambiente, hospedeiro ou antagonismo, ou pela introducdo em
massa de um ou mais antagonistas”. Posteriormente, Cook & Baker, em 1983,
redefiniram o controle biol6gico como sendo “a redugédo da soma de in6culo ou das
atividades determinantes da doenga provocada por um patégeno, realizada por ou
através de um ou mais organismos que ndo o homem”. No contexto particular deste
estudo, o controle biolégico de doencgas de plantas pode ser definido simplesmente
como “o controle de um microrganismo através de outros microrganismos”.

O desenvolvimento de agentes de controle biolégico da fase laboratorial até a
obtengdo do produto comercial é uma tarefa muito dificil. E necessario obter
diversas informag¢des com relagéo a eficacia, modo de agdo do agente em questao,
bem como sobre a sobrevivéncia, colonizagdo e potencial toxicidade para espécies
ndo-alvo. Além disso, estudos com relagdo a formulagdo, estabilidade e vida de
prateleira também sdo necessarios (LUMSDEN, 1996; MATHRE et al., 1999;
HARMAN, 2000).

Muitos estudos tém sido feitos com a utilizacdo de bactérias antagonistas a
fitopatdbgenos. A habilidade de bactérias formadoras de esporos (Bacillus spp.)
permanecerem metabolicamente dormentes por longos periodos, aumenta sua
sobrevivéncia sobre a superficie foliar, mesmo em periodos secos, de temperaturas
extremas e com deficiéncias temporarias de nutrientes (KNUDSEN & SPURR,
1986).

2.4.1. Bacillus subtilis como agente de biocontrole

O género Bacillus esta entre os microrganismos mais utilizados em
biocontrole de doengas por apresentar grande vantagem em relagdo aos outros,
devido a sua capacidade de formar esporos, os quais sdo tolerantes ao calor e ao
frio, a condicbes extremas de pH, a pesticidas, fertilizantes e ao tempo de
estocagem. Estas vantagens permitem a utilizagdo deste microrganismo na

formulagdo de produtos mais estaveis e viaveis e sua aplicagdo no tratamento de
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folhas na forma de “sprays” (BACKMAN et AL., 1997; KLOEPPER et al., 1997).
Outra vantagem do género Bacillus se deve ao seu rapido crescimento em meio
liquido e a auséncia de patogenicidade da maioria das espécies (SHODA, 2000).

Considerando este fato, varios trabalhos tém sido realizados utilizando, em
especial, Bacillus subtilis como agente de controle biolégico (BAKER et al., 1983,
PUSEY et al., 1986, FERREIRA et al., 1991).

Muitas linhagens de B. subtilis produzem lipopeptideos, compostos anfifilicos
com atividades surfactante e antimicrobiana, que associados a capacidade de
formacado de esporos, contribuem para a utilizagcdo comercial deste microrganismo
no controle biolégico de varias doengas de plantas (AHIMOU et al., 2000).

Grande parte dos trabalhos enfocando controle biolégico pelo género Bacillus
enfatiza a espécie B. subtilis, que é tipicamente uma rizobactéria, que se associa as
raizes, formando biofilmes com caracteristicas ecologicas de simbiose (ASAKA &
SHODA, 1996; KILIAN et al., 2000; KONDOH et al., 2001; BERNAL et al., 2002;
BAIS et al., 2004; GARDENER, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengao dos microrganismos

O fungo Phyllosticta citricarpa e os 70 isolados de Bacillus spp. foram obtidos
da colecdo do Laboratério de Fitopatologia e Controle Biologico pertencente ao
Centro APTA Citros Sylvio Moreira/lAC, Cordeirépolis/SP. Os isolados de Bacillus
spp. foram divididos em 4 ensaios para realizagao dos testes, com uma média de 15
a 20 isolados por ensaio.

3.2. Influéncia dos isolados de Bacillus spp. no crescimento micelial de

Phyllosticta citricarpa

Para estudar o efeito antagdnico dos isolados de Bacillus spp. no crescimento
micelial de P. citricarpa, foi utilizada a técnica de cultivo pareado em placa de Petri,
contendo BDA (DENNIS & WEBSTER, 1971).

Discos de micélio com 5 mm de didmetro retirados de col6nias ativas de P.
citricarpa, com dez dias de idade foram colocados em placas de Petri contendo BDA
para pareamento a 3 cm de distancia da colonia de cada um dos isolados de
Bacillus spp.. As testemunhas foram representadas pelo fitopatdbgeno sem a
presenca dos antagonistas. A incubacdo das culturas se deu em estufa para B.O.D.
a 26°C sob fotoperiodo de 12/12 h. A avaliagdo foi realizada apdés 10 dias de
incubacdo, por meio de medi¢gdes do crescimento micelial das colénias de P.
citricarpa em dois sentidos perpendiculares. Os 4 ensaios realizados neste teste,
utilizaram um delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a comparagédo de médias
foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3. Influéncia de Phyllosticta citricarpa no tamanho da colénia dos
isolados de Bacillus spp.

Para estudar o efeito antagbnico de P. citricarpa sobre crescimento celular
dos isolados de Bacillus spp., foi utilizada a técnica de cultivo pareado em placa de
Petri, contendo BDA (DENNIS & WEBSTER, 1971).

Discos de micélio com 5 mm de diametro retirados de col6nias ativas de P.
citricarpa, com dez dias de idade foram colocados em placas de Petri contendo BDA
a 3 cm de distédncia da colbénia de cada um dos isolados de Bacillus spp. Os
tratamentos testemunhas foram representados pelos isolados bacterianos sem a
presenca do fitopatdégeno. A incubagado das culturas se deu em estufa para B.O.D. a
26°C sob fotoperiodo de 12/12 h. A avaliagcdo foi realizada apdés 10 dias de
incubagéo, por meio de medi¢des do crescimento das colbnias de Bacillus spp. em
dois sentidos perpendiculares. Os 4 ensaios realizados neste teste, utilizaram um
experimento fatorial com dois fatores e trés repeticbes. Os dados foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e a comparacao de médias foi feita pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3.4. Producao de compostos volateis pelos isolados de Bacillus spp.

Para verificar a producdo de compostos volateis pelos isolados de Bacillus
spp., os ensaios foram realizados utilizando placas de poliestireno, divididas ao
meio, contendo meio BDA, as quais impedem que exsudatos nao volateis
produzidos pela bactéria tenham contato com o fungo através do meio de cultura.
Em um dos lados foi adicionado um disco (5 mm) do isolado bacteriano e do outro
lado da placa foi adicionado um disco de micélio (5 mm) do fitopatégeno. Apds 13
dias de incubacdo em B.O.D a 26°C e fotoperiodo de 12/12 h, foi realizada a
avaliagdo por meio de medicbes do crescimento micelial das colénias de P.
citricarpa, em dois sentidos perpendiculares. Os 4 ensaios realizados neste teste,

utilizaram um delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢cbes. Os
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dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a comparagédo de médias
foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.5. Produgao de compostos antifliingicos termoestaveis pelos isolados

de Bacillus spp.

A termoestabilidade dos compostos antifungicos produzidos pelos isolados
bacterianos foi verificada seguindo o método descrito por Moretto (2000).

Os isolados de Bacillus spp. foram transferidos através de uma algca de
repicagem para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de batata-dextrose.
Em seguida, as culturas foram incubadas em condigbes ambientes de laboratério,
sob agitagdo a 150 rpm, por um periodo de 72 horas. Transcorrido este periodo,
uma aliquota de 10 mL foi retirada de cada frasco e transferida para outros frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 90 mL de BDA. Os meios foram autoclavados por
20 minutos, a 120°C e 1 atm de presséo e vertidos para placas de Petri. Ap6s a
solidificagdo, um disco de 5 mm de didmetro, obtido de colénias ativas de P.
citricarpa foi transferido para o centro de cada placa de Petri contendo meio e o
metabdlito produzido pela bactéria. As testemunhas foram representadas pelo
fitopatdgeno, sem a presenga dos metabdlitos. Apos 12 dias de incubagcdo em B.O.D
a 26°C e fotoperiodo de 12/12 h, foi realizada a avaliagdo por meio de medigbes do
crescimento micelial das coldnias de P. citricarpa, em dois sentidos perpendiculares.
Os 4 ensaios realizados neste teste, utilizaram um delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e a comparagéo de médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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3.6. Producgao de metabolitos livres de células pelos isolados de Bacillus
spp-

Apos cultivar cada isolado de bactéria em caldo batata-dextrose por 72 horas,
como mencionado no item anterior, uma aliquota de 10 mL foi retirada, filtrada em
membrana millipore (0,20 ym) e transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 90 mL de meio BDA fundente. Depois de vertidos e solidificados os meios
em placas de Petri, um disco de 5 mm de didmetro obtido de colénias ativas do
fitopatdgeno foi transferido para o centro das mesmas. As testemunhas foram
representadas pelo fitopatdbgeno, sem a presenca dos metabdlitos produzidos pelo
Bacillus spp. Ap6s 12 dias de incubagdo em B.O.D a 26°C e fotoperiodo de 12/12 h,
foi realizada a avaliagdo por meio de medi¢des do crescimento micelial das colénias
de P. citricarpa, em dois sentidos perpendiculares. Os 04 ensaios realizados neste
teste utilizaram um delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des,
seguindo o método descrito por Moretto (2000). Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e a comparagédo de médias foi feita pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3.7. Produgao de enzimas hidroliticas pelos isolados de Bacillus spp.

3.7.1. Obtencgao de parede celular de Phyllosticta citricarpa

Para a preparacdo da parede celular do fitopatogeno, 04 discos de micélio do
fungo P. citricarpa foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo
100 ml de meio batata-dextrose (BD). O cultivo do fungo foi realizado sob agitacao a
150 rpm, em condi¢des de temperatura e luz ambiente, durante 10 dias. O micélio
fungico obtido foi coletado por filtragdo a vacuo, lavado varias vezes com agua
destilada, homogeneizado em 100 mL de agua destilada e centrifugado a 5000 g por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, foi realizada a maceracéo

do tecido micelial em almofariz na presenga de nitrogénio liquido. Posteriormente,
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foram adicionados 100 mL de agua destilada ao material obtido e este foi submetido
a 03 ciclos de centrifugacdo e ressuspencdo. Em seguida, o sedimento foi
submetido a secagem a 55°C por 12 horas, constituindo o preparado da parede
celular (MILLER, 1959).

3.7.2. Cultivo bacteriano

Quatro isolados de Bacillus spp. (ACB-08, ACB-12, ACB-63 e ACB-69) foram
utilizados para verificar a producgéo e liberagédo de enzimas hidroliticas, seguindo o
procedimento utilizado por Fialho (2005). Tais isolados foram transferidos, através
de uma alga de repicagem, para 2,5 mL de meio batata-dextrose e incubados a 32°C
por 12 horas. Ap6s esse periodo, 01 mL da cultura foi transferido para frascos
Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio BD modificado (com preparado de
parede celular do fungo a 1% (m/v), em substituicdo a glicose). O cultivo foi
realizado em duplicata a 32°C sob agitagdo a 90 rpm por 24 horas. Passado este
periodo, uma aliquota de 02 mL foi retirada e centrifugada a 10000 xg por 10
minutos, a 5°C. O sobrenadante foi recuperado e utilizado para analise das

atividades de quitinase e 3-1,3-glucanase.

3.7.3. Quitinase

A atividade de quitinase foi determinada pela quantificagdo colorimétrica de
glicose liberada a partir do substrato glicol quitina. Para isso, 100 pyl da amostra de
cultivo foram misturados com 200 ul de tampéo Mcllvaine, pH 6,0 e 100 ul de glicol
quitina 0,01% (p/v) neste mesmo tamp&o. Apos incubagéo por 15 minutos a 37°C, a
reacgdo foi interrompida através da adicao de 200 pl de reagente ADNS a mistura de
reacdo, determinando-se o teor de agucares redutores liberados. A cubeta de
referéncia (branco) consistiu na presenga do tampao em substituicdo ao meio de
cultivo. O valor da leitura foi subtraido do obtido pelo controle negativo, que
apresentou o tampao em substituicdo ao substrato (glicol quitina).
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3.7.4. B-1,3-glucanase

Para a avaliagdo da produgédo de B-1,3-glucanase foi utilizada a técnica de
quantificacdo colorimétrica de glicose liberada do substrato laminarina, através da
dosagem de acgucares redutores. A mistura da reagao, incubada a 37° por 1 hora,
continha 200 ul tampao Mcllvaine, pH 6,0, 100 pl da amostra de cultivo e 100 ul de
laminarina (4 mg/ml). Apos esse periodo, a reacédo foi paralisada através da adicédo
de 200 pl do reagente ADNS a mistura de reagdo, determinando-se o teor de
acucares redutores liberados. A cubeta de referéncia (branco) consistiu na presenca
do tamp&o em substituicdo ao meio de cultivo. O valor da leitura foi subtraido do
obtido pelo controle negativo, que apresentou o tampao em substituicdo ao substrato

(laminarina).

3.7.5. Determinagao de agucares redutores

A determinacdo de agucares redutores (AR) liberados durante os ensaios
enzimaticos (quitinase e B-1,3-glucanase) foi realizada segundo o método descrito
por Miller (1959), utilizando o reagente de acido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS). Para
isto, 200 pL deste reagente foram adicionados a mistura da reagéo e a solugéo foi
aquecida em banho de agua fervente por 5 min. Apés resfriamento em gelo até a
temperatura de 25°C, as solugbes foram diluidas 2 vezes com agua destilada. Em
seguida, as amostras foram submetidas a leitura em espectrofotbmetro para
determinacao da absorbancia a 540 nm, contra branco apropriado. As leituras foram
plotadas em curva padrédo (Figura 1) a partir de uma solugcdo de glicose na
concentracdo de 1 mg.mL™. Aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mL desta solugdo
foram diluidas com agua destilada até completar o volume para 1 mL. Cada uma
dessas solugdes, considerando-se a diluicdo, possuiam, respectivamente, 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 e 1 mg/mL de concentracéo de glicose. Para a leitura de absorbancia a 540
nm, realizou-se 0 mesmo procedimento anterior. A partir da concentragdo de glicose

e da respectiva absorbancia, efetuou-se a regressao linear e o valor de R? (+0,988)
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obtido demonstrou uma boa correlacdo entre a taxa de absorbancia e as

concentragbes da solugédo de glicose. Para o calculo do AR, utilizou-se a seguinte

formula:

AR (mg/mL) = [(2,048 x Abs) — 0,0745] x dil.

AR (mg/mL)

1.2

1,0

0,8

0,6

0.4

,00

y=2,048x-0,0745
R?=0,988

0,10 0,20

0,30 0.40
Abs (540 nm)

0,50

0,60

Figura 1. Curva Padréo de Glicose
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4. RESULTADOS

4.1. Influéncia dos isolados de Bacillus spp. no crescimento micelial de

Phyllosticta citricarpa

Todos os isolados de Bacillus spp. foram testados quanto a capacidade
antagonica a P. citricarpa, cujos resultados podem ser observados nas Tabelas 1, 2,
3 e 4. Os resultados mostraram que, do total de 70 isolados bacterianos testados, 67
foram capazes de inibir significativamente a coldénia do fungo fitopatogénico,
apresentando mais de 25% de inibicdo no desenvolvimento do fitopatégeno, sendo
que o ACB-12 (Figura 2) e o ACB-13 apresentaram os melhores resultados,

proporcionando cerca de 90% de inibi¢o.
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Figura 2. Influéncia do isolado ACB-12 de Bacillus spp. no
crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa em cultivo
pareado. 1- Testemunha, 2- Cultivo Pareado.

4.2. Influéncia de Phyllosticta citricarpa no tamanho das colénias de

Bacillus spp.

Na avaliagédo da influéncia do fungo P. citricarpa no desenvolvimento das
coloénias de Bacillus spp., observou-se que 52 isolados ndo obtiveram diferenca
estatistica quando comparados com os tratamentos testemunhas (cultivo de Bacillus
spp. sozinho) (Tabela 5). Porém, 18 isolados tiveram seu crescimento afetado,
sendo que, dentre esses, 17 isolados (ACB-25, ACB-26, ACB-28, ACB-47, ACB-48,
ACB-53, ACB-56, ACB-58, ACB-59, ACB-64, ACB-65, ACB-67, ACB-69, ACB-76,
ACB-83, ACB-85 e ACB-91) apresentaram inibicdes das suas colbnias, que variaram
de 23,28% a 82,60% (Figura 3). Por outro lado, o ACB-08 de Bacillus spp. teve seu

crescimento favorecido na presencga do fitopatoégeno (Figura 4).



Tabela 5. Influéncia de Phyillosticta citricarpa no tamanho das
col6nias de Bacillus spp.

Bacillus spp. Cor?c::; 90 Ser?c:::)n 90 Teste F
ACB-01 2,77 AdY 1,83 Ad 1,17NS
ACB-02 1,50 Ad 1,42 Ad 0,01NS
ACB-07 1,77 Ad 3,07 Ac 2,27NS
ACB-08 5,32 Ac 1,73 Bd 17,27**
ACB-09 2,23 Ad 2,88 Ac 0,57NS
ACB-10 2,13 Ad 1,32 Ad 0,90NS
ACB-11 1,62 Ad 1,48 Ad 0,02NS
ACB-12 2,28 Ad 0,92 Ad 2,51NS
ACB-13 1,52 Ad 1,35 Ad 0,04NS
ACB-15 1,70 Ad 1,75 Ad 0,00NS
ACB-16 2,20 Ad 3,73 Ac 3,16NS
ACB-17 2,17 Ad 2,90 Ac 0,72NS
ACB-18 4,05 Ac 4,38 Ac 0,15NS
ACB-19 2,00 Ad 1,98 Ad 0,00NS
ACB-20 1,57 Ad 1,67 Ad 0,01NS
ACB-21 1,52 Ad 1,85 Ad 0,15NS
ACB-22 1,43 Ad 1,52 Ad 0,01NS
ACB-23 1,72 Ad 3,15 Ac 2,76NS
ACB-24 1,35 Ad 1,15 Ad 0,05NS
ACB-25 1,22 Bd 3,15 Ac 5,03*
ACB-26 0,87 Bd 3,08 Ac 6,61*
ACB-27 1,85 Ad 1,97 Ad 0,02NS
ACB-28 1,27 Bd 3,42 Ac 6,22*
ACB-41 1,30 Ad 1,75 Ad 0,27NS
ACB-42 2,28 Ad 1,78 Ad 0,34NS
ACB-43 1,52 Ad 1,58 Ad 0,01NS
ACB-44 1,23 Ad 1,52 Ad 0,11NS
ACB-45 1,20 Ad 1,38 Ad 0,05NS
ACB-46 1,95 Ad 2,58 Ad 0,54NS
ACB-47 2,20 Bd 4,00 Ac 4,36*
ACB-48 0,87 Bd 5,00 Ab 22,97*
ACB-51 1,68 Ad 2,03 Ad 0,16NS
ACB-52 1,20 Ad 2,22 Ad 1,39NS
ACB-53 1,18 Bd 4,43 Ac 14,20**
ACB-54 5,55 Ac 6,33 Ab 0,83NS
ACB-56 5,85 Bc 9,00 Aa 13,34**
ACB-57 2,13 Ad 2,33 Ad 0,05NS
ACB-58 5,78 Bc 7,83 Aa 5,65*
ACB-59 4,90 Bc 7,05 Aa 6,22*
ACB-60 5,17 Ac 4,78 Ac 0,20NS
ACB-63 8,45 Aa 8,42 Aa 0,00NS
ACB-64 5,03 Bc 8,00 Aa 11,83**
ACB-65 6,42 Bb 9,00 Aa 8,07**
ACB-66 5,50 Ac 6,42 Ab 1,13NS
ACB-67 6,23 Bb 8,12 Aa 4,77+
ACB-68 8,08 Aa 7,87 Aa 0,06NS
ACB-69 4,47 Bc 7,25 Aa 10,42**

ACB-70 7,20 Ab 8,58 Aa 2,57NS




Continua...

ACB-71 6,13 Ab 6,58 Ab 0,27NS
ACB-72 2,35 Ad 2,97 Ac 0,51NS
ACB-73 5,62 Ac 5,62 Ab 0,00NS
ACB-74 2,37 Ad 3,00 Ac 0,54NS
ACB-75 2,88 Ad 3,67 Ac 0,83NS
ACB-76 2,47 Bd 4,57 Ac 5,93*
ACB-77 2,35 Ad 3,47 Ac 1,68NS
ACB-78 2,68 Ad 2,47 Ad 0,06NS
ACB-79 1,98 Ad 3,33 Ac 2,45NS
ACB-80 3,68 Ad 3,563 Ac 0,03NS
ACB-81 3,07 Ad 4,37 Ac 2,27TNS
ACB-82 4,58 Ac 5,02 Ab 0,25NS
ACB-83 3,58 Bd 5,33 Ab 4,12*
ACB-84 4,32 Ac 5,25 Ab 1,17NS
ACB-85 3,37 Bd 6,28 Ab 11,44**
ACB-86 2,88 Ad 3,38 Ac 0,34NS
ACB-87 4,12 Ac 3,75 Ac 0,18NS
ACB-88 3,88 Ac 2,58 Ad 2,27TNS
ACB-89 2,43 Ad 3,28 Ac 0,97NS
ACB-90 3,08 Ad 4,53 Ac 2,83NS
ACB-91 1,93 Bd 3,68 Ac 4,12*

ACB-AP3 4,23 Ac 3,93 Ac 0,12NS
Teste F 9,28** 13,42**

" Médias seguidas pela mesma letra maiGscula na linha e minuscula na
coluna, ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Influéncia de Phyllosticta citricarpa o ;eimento da
coldnia do isolado ACB-48 de Bacillus spp. em cultivo
pareado. 1 — Testemunha. 2- Cultivo Pareado.

Figura 3.
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Figura 4. Influéncia de Phyllosticta citricarpa no crescimento da
colénia do isolado ACB-08 de Bacillus spp. em cultivo
pareado. 1- Testemunha. 2 — Cultivo pareado.

4.3. Producgao de compostos volateis pelos isolados de Bacillus spp.

Os resultados obtidos mostraram que dos 70 isolados bacterianos testados,
27 foram capazes de produzir compostos volateis que inibiram significativamente o
desenvolvimento do fungo. No primeiro ensaio, os melhores resultados foram
obtidos com os isolados ACB-19, ACB-15, ACB-22, ACB-16, ACB-20 e ACB-18, em
ordem decrescente de eficiéncia, apresentando variagbes de 72,79% a 42,33% de
inibicdo (Tabela 1, Figura 5). No segundo ensaio, os isolados que proporcionaram
maior controle do fungo foram os ACB-47, ACB-41, ACB-52, ACB-24 e ACB-46, com
porcentagens de inibicdo que variaram de 42,29% a 36,76% (Tabela 2). Ja no
terceiro ensaio, todos os isolados de Bacillus spp. produziram compostos volateis
que inibiram significativamente o desenvolvimento do fungo, com valores de inibigao
que variaram de 35,46% (ACB-59) a 20,50% (ACB-63) (Tabela 3). No quarto ensaio
apenas o ACB-81 diferiu estatisticamente do tratamento inibindo 37,18% a colénia
do fitopatégeno (Tabela 4).
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Figura 5. Influéncia dos metabdlitos volateis do isolado ACB-19 de
Bacillus spp. no crescimento micelial de Phyllosticta
citricarpa. 1- Testemunha, 2- Teste de metabdlitos volateis.

4.4. Producgao de compostos antifingicos termoestaveis pelos isolados
de Bacillus spp.

Com relagdo a producdo de compostos anti-fungicos por Bacillus spp. que
suportam a alta temperatura, os resultados obtidos indicaram que todos os 70
isolados bacterianos testados foram capazes de produzir metabdlitos termoestaveis
que afetaram o desenvolvimento da colénia do fitopatbgeno, com valores de
inibicdbes que variaram de 41,37% (ACB-73) a 98,15% (ACB-57) (Tabelas 1, 2, 3, 4
e Figura 6).
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Figura 6. Influéncia dos metabdlitos termoestaveis do isolado ACB-57
de Bacillus spp. no crescimento micelial de Phyllosticta
citricarpa. 1- Testemunha, 2- Teste de metabdlitos
termoestaveis.

4.5. Produgao de metabdlitos livres de células pelos isolados de Bacillus

spp.

Com excecgédo do ACB-66, que proporcionou somente 10,84% de inibicdo no
desenvolvimento do fungo, os demais isolados bacterianos proporcionaram um
controle significativo do fitopatogeno. Tais isolados produziram metabdlitos livres de
células que afetaram o desenvolvimento da colénia do patégeno, com valores de
inibicdo da colénia do fungo que variaram de 26,55% (ACB-43) a 100% (ACB-63 e
ACB-69) (Tabelas 1, 2, 3, 4 e Figura 7).
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Figura 7. Influéncia dos metabdlitos livres de células do isolado ACB-
63 de Bacillus spp. no crescimento micelial de Phyllosticta
citricarpa. 1- Testemunha, 2- Teste de metabdlitos livres de
células.

4.6. Producao de enzimas hidroliticas pelos isolados de Bacillus spp.

Pelos resultados obtidos verificou-se que, todos os isolados de Bacillus spp.
testados foram capazes de produzir B-1,3-glucanase, em diferentes concentracoes,
quando cultivados em meio batata dextrose modificado (com preparo de parede
celular de P. citricarpa em substituicdo a glicose), sendo que o ACB-63 foi o isolado
que demonstrou maior atividade desta enzima através da producdo de agucar
redutor. Nenhum dos isolados testados foi capaz de produzir quitinase nas

condicdes apresentadas (Tabela 6).



Tabela 6. Producdo de quitinase e B-1,3-Glucanase,
por isolados de Bacillus spp., avaliada
através da producgéo de agucar redutor

Isolados Quitinase B-1,3-Glucanase
AR (mg/mL)® AR (mg/mL)
ACB-08 0,00 0,10
ACB-12 0,00 0,07
ACB-63 0,00 0,30
ACB-69 0,00 0,06

AR - Agucar redutor

29
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5. DISCUSSAO

Em virtude dos prejuizos causados por Phyllosticta citricarpa e ao crescente
interesse pela utilizagdo de métodos de controle ndo agressivos ao meio ambiente,
agricultores e pesquisadores passaram a considerar o uso do controle biolégico para
o controle de doencas. Nesta busca, foi descoberto que através da utilizagéo de
microrganismos antagdnicos, podia-se proporcionar diferentes niveis de controle da
doenga (PUNJA & UTKHEDE, 2003). O género Bacillus esta entre os mais utilizados
por apresentar a capacidade de formar enddsporos, permitindo sua utilizagdo na
formulagdo de bioprodutos mais estaveis e viaveis (BACKMAN et al., 1997,
KLOEPPER et al., 1997), além de possuir rapido crescimento em meio liquido e
auséncia de patogenicidade da maioria das espécies (SHODA, 2000).

Para desenvolver um bioproduto comercial, € necessario obter diversas
informagdes do agente antagbnico com relacédo a eficdcia, modo de acéo,
sobrevivéncia, colonizagdo e potencial de toxicidade para espécies n&o-alvo
(LUMSDEN, 1996; HARMAN, 2000).

Neste estudo, todos os isolados de Bacillus spp. promoveram inibicdes no
crescimento micelial do fitopatogeno, por meio de diferentes mecanismos de acao.
Os resultados deste trabalho podem ser comparados com alguns trabalhos de
literatura, os quais tém demonstrado que filtrados de espécies de Bacillus inibem o
crescimento de fungos fitopatogénicos (CUBETA et al., 1985; BETTIOL & KIMATI,
1990; KUPPER & GIMENES-FERNANDES, 2002).

Estudando a interacdo in vitro entre P. citricarpa e bactérias endofiticas,
Araujo et al. (2001) constataram que alguns isolados de Bacillus spp. foram inibidos
e outros tiveram seu crescimento estimulado na presenca do sobrenadante da
cultura do fungo. Tais resultados corroboram com os obtidos neste estudo, onde 17
isolados de Bacillus spp. tiveram seu crescimento inibido e 1 deles (ACB-08) teve
seu crescimento favorecido na presenca do fitopatégeno, em cultivo pareado. Os
dados apresentados no presente trabalho sugerem que alguns isolados bacterianos,

mesmo tendo seus crescimentos celulares afetados na presenga do fungo, nao
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perderam e nem diminuiram sua atividade antagonistica, demonstrada por meio da
producéo de substancias antifungicas.

Nos testes referentes a producéo de metabolitos termoestaveis e livres de
células, com excecdo do ACB-66, todos os demais isolados bacterianos foram
capazes de inibir significativamente o desenvolvimento do fungo P. citricarpa,
revelando que os metabdlitos produzidos pelos isolados de Bacillus spp. mantiveram
suas atividades antagonisticas mesmo apds serem submetidos a alta temperatura.
Por outro lado, o(s) metabdlito(s) produzido(s) pelo ACB-66 s6 afetou(ram) o
desenvolvimento da colénia do patégeno quando submetido & alta temperatura. E
possivel que com a autoclavagem, tenha ocorrido a solubilizagdo de alguma
substancia, presente no meio, disponibilizando-a para exercer agdo contra P.
citricarpa. Uma segunda hipotese é quanto a possibilidade de algum componente,
presente na célula do microrganismo, ter atividade contra o fitopatdgeno e ter sido
liberada para o meio durante a autoclavagem (MORETTO, 2001). Além disso, a
competicao por espaco e nutriente poderia ser outro mecanismo de agcao do ACB-66
envolvido no biocontrole, uma vez que, durante o cultivo pareado, o antagdnico
inibiu em torno de 78% o crescimento micelial de P. citricarpa.

Estudando o isolado NSRS 89-24 de B. subtilis no controle de Pyricularia
grisea e Rhizoctonia solani, Leelasuphakul et al. (2006) mostraram que a cultura de
filtrados esterilizada, ou seja, livres de células da bactéria, foi a que melhor inibiu o
crescimento dos fungos fitopatogénicos quando comparado aos metabdlitos
bacterianos produzidos e submetidos a autoclavagem. Esses resultados estdo de
acordo com os obtidos neste estudo, onde embora todos os isolados tenham
produzidos metabdlitos termoestaveis em quantidades suficientes para inibir o
desenvolvimento do fungo, as maiores inibicbes das col6nias do fitopatdogeno
ocorreram pelos metabdlitos livres de células, sugerindo que alguns compostos
possam ser de natureza proteica.

No presente trabalho, 27 isolados de Bacillus spp. produziram compostos
volateis em concentragdes suficientes para inibir o desenvolvimento do fungo P.
citricarpa, diferindo estatisticamente da testemunha. Vale ressaltar o desempenho
do ACB-19 que produziu metabdlitos volateis que inibiram em 73% a col6nia de P.

citricarpa. Tais isolados, além de agirem através da produgdo de compostos
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antifungicos volateis agem também através de compostos antifungicos néo volateis
e resistentes a autoclavagem, sendo, portanto, fortes candidatos para utilizagdo no
biocontrole quando se busca a produgéo de um bioproduto.

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores. Marroni &
Germani em 2011, trabalhando com Bacillus spp. no controle in vitro de
Macrophomina phaseolina, agente etiolégico da podridédo de tronco da mamona
(Ricinus communis L), mostrou que o isolado RP 5 foi eficiente na producdo de
metabdlitos volateis, sendo considerado fungistatico. Estudando o controle bioldgico
do fungo P. citricarpa por Saccharomyces cerevisiae, Fialho (2004), observou
controle do fitopatogeno em até 83%, através da produgédo de compostos volateis
pela levedura.

Um fato interessante observado neste estudo diz respeito aos isolados ACB-
74 e ACB-76 que nao produziram metabdlitos volateis antifungicos e, sim, algum
composto volatil que favoreceu o crescimento do fungo. Por outro lado, tais
microrganismos produziram metabdlitos livres de células e termoestaveis que
inibiram em mais de 80% a colbnia do patégeno.

Os resultados referentes a atividade enzimatica pelos 04 isolados de Bacillus
spp. (ACB-08, ACB-12, ACB-63 e ACB-69), mostraram que ocorreu a producao de
B-1,3-glucanase, quando os isolados bacterianos foram cultivados em meio
suplementado com fragmentos da parede celular do fungo. Por outro lado, n&o
houve producdo de quitinase pelos isolados bacterianos estudados, sugerindo que a
B-1,3-glucanase, possa ser mais importante do que a quitinase na degradacdo da
parede de Phyllosticta citricarpa.

Estudos tém demonstrado que enzimas liticas extracelulares e antibidticos de
B. subtilis sdo importantes para o biocontrole de fitopatogenos, podendo essas
substancias agir isoladamente ou em sinergismo na degradacdo das paredes
celulares dos fungos (Leelasuphakul et al., 2006; Tweddell et al., 1993).

Ao estudar o isolado NSRS 89-24 de B. subtilis, Leelasuphakul et al. (2006)
mostraram que o mesmo produziu a enzima B-1,3-glucanase e um extrato antibiético
(metabdlitos livres de células) que atuaram de forma sinérgica no controle de

Pyricularia grisea e Rhizoctonia solani. Segundo os autores, o alvo dos compostos
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antifungicos esta direcionado para o ataque da parede celular de fungos que contém
compostos de quitina, $-1,3-glucanos e outros oligossacarideos.

Os isolados que produziram atividade enzimatica neste estudo, ACB-08, ACB-
12, ACB-63 e ACB-69, também produziram metabdlitos livres de células que
proporcionaram 86,68%, 68,48%, 100% e 100% de inibicdo no desenvolvimento
micelial de P. citricarpa, respectivamente. Tal fato indica a possivel atividade
sinérgica destes, com as enzimas hidroliticas no biocontrole do patogeno,
considerando os resultados in vitro. Tais resultados indicam que, estes compostos
bioativos produzidos pelos isolados de Bacillus spp., podem funcionar in vivo como
biofungicida para controle da doenga.

A constatacdo da produgdo de substancias inibidoras de P. citricarpa
produzidas pelos diversos isolados de Bacillus spp., alguns, inclusive, mais efetivos
que outros, como mostram os dados, é importante para o entendimento dos
possiveis mecanismos de acdo que estdo envolvidos no controle do fitopatégeno,
abrindo a possibilidade de controle da doenga também pelo uso das substancias
produzidas e, n&o apenas pela introdugdo massal dos agentes de biocontrole.

A maioria dos isolados de Bacillus spp. estudado mostrou o potencial dos
mesmos para a producdo de metabdlitos livres de células e em quantidades
suficientes para inibir o crescimento micelial de P. citricarpa. No entanto, muitos
isolados também produziram substancias termoestaveis, mostrando que alguns
compostos antifungicos foram parcialmente responsaveis pela inibicdo da colénia do
patoégeno.

De modo geral, as bactérias antagonicas, tais como B. subtfilis, Pseudomonas
cepacia, Pseudomonas fluorescens e outras, agem significativamente por antibiose
e, ocasionalmente, por parasitismo e competicdo (ARRAS & ARRU, 1997).
Microrganismos que agem por antibiose, geralmente, ttm amplo espectro de agéo,
de forma que a producédo de substancias tdxicas € mais efetiva na inibicdo dos
fungos do que qualquer outro mecanismo de acao envolvido. Dados de literatura
mostram a inibicdo de Monilinia fructicola, agente causal da podriddo parda do
pessegueiro por B. subtilis (PUSEY & WILSON, 1984; MCKEEN et al., 1986 e
PUSEY et al., 1986) e de Eutypa lata, agente causal do declinio da videira
(FERREIRA et al., 1991).
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A producdo rapida e eficiente de metabdlitos e enzimas hidroliticas por
microrganismos com atividade antimicrobiana, como foi observada neste estudo,

sugere a viabilidade de utilizacdo dos mesmos em programas de controle biologico.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a) A maioria dos isolados de Bacillus spp. testado foi capaz de produzir
substancias antifingicas e, em quantidades suficientes, para inibir o
desenvolvimento micelial de Phyllosticta citricarpa;

b) A produgéo de enzimas hidroliticas, como a (-1,3-glucanase, por Bacillus
spp. pode ser um dos mecanismos de ag&o envolvidos no biocontrole da

mancha preta dos citros.
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