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RESUMO!?

AC;AO DE MICRORGANISMOS NO CONTROLE DA PINTA PRETA
(ASPERISPORIUM CARICAE) IN VITRO
A producdo de mamao tem grande importancia econd6mica para a fruticultura
mundial, no cenario nacional se destacam os estados do Espirito Santo como maior
produtor, em segundo a Bahia, Ceara e Rio Grande do Norte. O cultivo de mamoeiro
(Carica papaya L.) € amplamente difundido pelo pais. No entanto, o clima tropical
favorece a disseminacéo de doencas fungicas, como a pinta preta do mamoeiro. Em
funcdo das perdas associadas a doenca, sdo necessarias medidas de controle que
diminuam os danos causados. Desse modo, 0 controle quimico € o método mais
utilizado, entretanto, em decorréncia de seu uso indiscriminado, pode haver selecao
de populacbes resistentes além do impacto ao meio ambiente e aos humanos.
Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a acdo de diferentes microrganismos
no controle do fungo Asperisporium caricae, causador da pinta preta do mamoeiro. A
pesquisa foi realizada no laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, utilizando uma cepa do Trichoderma asperellum e cinco bactérias do
seu acervo, a BAC1; BR12157; BR12137; BR12158 e BSF66, utilizando o método
de confrontamento direto em placas de Petri, para selecdo dos antagonistas do A.
caricae, realizando cinco avaliagbes em um periodo de trinta dias. No teste de
esporulacéo do A. caricae, utilizou-se o meio de cultura BDA e nutriente agar. Com
iSs0, percebeu-se que as bactérias BR12137, BR12158 e BSF66 nao apresentaram
antibiose contra o fitopatégeno, por outro lado, a BAC1 e a BR12157 apresentaram
acdo inibitoria, e o T. asperellum cresceu por toda placa, suprimindo o A. caricae
completamente. Além disso, observou-se que o fitopatbgeno ndo esporula
facilmente em meio artificial, demorando um més para comecar, em nutriente agar,
no entanto ndo esporulou em meio BDA. Portanto, os microrganismos que inibiram o
A. caricae em placas de Petri foram a BAC1, BR12157 e o T. asperellum, tendo o
altimo melhor desempenho. Os bacteriano BAC1 e BR12157, assim como o T.

asperellum sdo potenciais agentes para o controle da pinta preta do mamoeiro.
Palavras-chave: Mamoeiro; biocontrole; doenca.

Monografia formatada de acordo com as normas da ABNT



ABSTRACT

ACTION OF MICROORGANISMS IN THE CONTROL OF BLACK SPOT
(ASPERISPORIUM CARICAE) IN VITRO

Papaya production holds significant economic importance in global fruit farming, with
the state of Espirito Santo being the leading producer in the national context,
followed by Bahia, Ceard, and Rio Grande do Norte. The cultivation of papaya
(Carica papaya L.) is widely spread across the country. However, the tropical climate
favors the spread of fungal diseases, such as papaya black spot. Due to the losses
associated with this disease, control measures that reduce the damage are
necessary. Consequently, chemical control is the most commonly used method;
however, due to its indiscriminate use, it can lead to the selection of resistant
populations and have adverse effects on the environment and human health. In this
regard, the objective of this study was to evaluate the action of different
microorganisms in controlling the fungus Asperisporium caricae, the causative agent
of papaya black spot. The research was conducted in the Phytopathology laboratory
of Embrapa Cassava and Fruit, using a strain of Trichoderma asperellum and five
bacteria from its collection, namely BAC1, BR12157, BR12137, BR12158, and
BSF66, employing the direct confrontation method on Petri dishes to select
antagonists of A. caricae. Five assessments were conducted over a thirty-day period.
For the A. caricae sporulation test, the BDA culture medium and nutrient agar were
used. It was observed that the bacteria BR12137, BR12158, and BSF66 did not
exhibit antagonism against the phytopathogen. On the other hand, BAC1 and
BR12157 showed inhibitory action, and T. asperellum grew across the entire plate,
completely suppressing A. caricae. Furthermore, it was observed that the
phytopathogen did not readily sporulate in artificial media, taking a month to start
sporulating in nutrient agar, but it did not sporulate in BDA medium. Therefore, the
microorganisms that inhibited A. caricae on Petri dishes were BAC1, BR12157, and
T. asperellum, with the latter performing better. Bacteria BAC1 and BR12157, as well

as T. asperellum, are potential agents for the control of papaya black spot.

Keywords: Papaya; biocontrol; disease.
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1. INTRODUCAO

O mamoeiro, Carica papaya L., familia Caricaceae, € uma das frutiferas tropicais
amplamente cultivada em vérios paises, com destaque para india, Brasil, Indonésia,
Republica Dominicana, México, e Nigéria, que juntos contribuem com cerca de 79%
de toda producdo mundial (FAO, 2021). No cenario nacional, os estados do Espirito
Santo, Bahia, Ceara e Rio Grande do Norte totalizam, aproximadamente 86% da
producéo nacional (IBGE, 2022).

Tendo em vista que o mamoeiro seja de grande relevancia para economia, um
dos mais importantes fatores limitantes ao aumento da producdo é a ocorréncia de
doencas. Entre as fungicas de maior importancia destaca-se a pinta preta ou variola,
causada pelo fungo Asperisporium caricae, que infecta tanto folnas como em frutos,
além dela, podem ocorrer a mancha de corynespora, a antracnose, a mancha

chocolate e a podriddo peduncular (Kuhlcamp, 2022).

A pinta preta caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesdes esbranquicadas
salientes nos frutos desvalorizando-os comercialmente e por ocasionar perda da
area foliar fotossintetizante (Martins et al., 2014), devido ao aparecimento de lesdes

nas faces adaxial e abaxial das folhas (Kuhlcamp, 2022).

O fungo patogénico ataca especificamente espécies do género Carica, sendo
considerado um dos mais severos causadores de doencas foliares, presente no
Brasil, Estados Unidos e norte da Africa (Santos Filho et al., 2007). Prejudica
consideravelmente o desenvolvimento da planta quando tem alta severidade da
doenca nas folhas novas (Ventura et al., 2003). O manejo convencional € por meio
do controle quimico, com consequente aumentos nos custos de producdo e
potencialmente prejudicial ao meio ambiente e a saude humana, além do risco de
possibilitar a selegcdo de isolados do patdgeno resistente as substancias quimicas

usadas (Rodrigues et al, 2018).

Levando em conta a distribuicAo da cultura por todo pais, o surgimento e
disseminagdo de problemas fitopatogénicos que influenciam negativamente a

produtividade, associados aos problemas potenciais decorrentes do uso intensivo e
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indiscriminado de controle quimico, e sabendo da importancia do controle de
doencas para desenvolvimento, manutencédo, producédo e qualidade da espécie
cultivada, surge a necessidade de utilizar uma alternativa de baixo impacto, eficiente

e viavel para o controle do fitopatégeno.

Por isso, estudos que demonstrem os mecanismos de acdo, 0 comportamento e
as interacbes envolvidas entre os agentes de biocontrole, patdgenos, plantas e
ambiente sdo essenciais para definir um manejo fitossanitario adequado. Neste
sentido, é possivel a utilizacdo de microrganismos, bactérias e fungos, como

alternativa eficaz para o controle do fungo A. caricae.

Com isso, 0 presente estudo cujo objetivo é avaliar a acdo de diferentes
microrganismos no controle do fungo Asperisporium caricae, causador da pinta preta
do mamoeiro pode contribuir para identificacdo de antagonistas do patégeno, além

de embasar pesquisas futuras sanando problemas cotidianos.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acéo de diferentes microrganismos no controle do fungo Asperisporium
caricae, causador da pinta preta do mamoeiro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o comportamento de microrganismos perante o patégeno Asperisporium

caricae;

Testar meios de cultura para esporulagéo do Asperisporium caricae.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Descricao da espécie Carica papaya L.

7

O mamoeiro € classificado como pertencente ao reino Plantae, divisao
Angiospermae (atualmente Magnoliophyta), classe Dicotiledoneae (atualmente
Magnoliopsidae), ordem das Violales, familia Caricaceae, género Carica, espécie
Carica papaya L., Unica espécie conhecida comercialmente. A espécie ndo tem um
registro de origem definido, sendo descrita como originaria do sul do México, das
terras baixas da América Central Oriental e as Antilhas (Terra, 2009; Koul et al.,

2022), disseminada por diversos locais do mundo (Figura 1).

Figura 1: C. papaya pelo mundo: origem, disseminacao e principais paises

produtores.

® Asia
@ Oceania
D Africa

@ North America

'ﬂ" 7 Origin of Carica papava L.
B2 Central America T i arica papayc

(] Philippincs -+@-++ Distribution of Carica papaya L.
] Brazil

3] Indoncsia (87 Chierproducing countries

[¥] India

[E] Nigeria

Fonte: KOUL et al., 2022.

Pode ser classificado como perene, mas € cultivado como anual devido a
reducdo dos anos produtivos de 1-2 anos devido a infestacdo de pragas e doencas
(Da Silva, 2007). E caracterizado por apresentarem folhas de filotaxia espiralada e
palmatilobadas (Martins; Carvalho, 2023), com grandes limbos foliares, de longos
peciolos e nervuras principais mais salientes na face abaxial (Da Costa; Pacova,
2003).
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Conforme a forma sexual, 0 mamoeiro pode ser agrupado em dioico ou monoico,
o0 primeiro consistindo em arvores femininas e masculinas, o ultimo de arvores
femininas e hermafroditas. No grupo hermafrodita, o pélen para fertilizagcdo das
flores femininas € derivado das flores bissexuais das plantas hermafroditas (Da
Silva, 2007).

As flores sdo brancas ou amareladas, com ovario unilocular, podem ser
femininas, masculina ou hermafroditas (Martins; Carvalho, 2023), podem ser
isoladas ou em inflorescéncias cimosas nas axilas das folhas. Plantas masculinas
produzem inflorescéncias longas e pendentes de pedunculo comprido com muitas
flores cimosas e ovario estéril (Da Costa; Pacova, 2003), enquanto as femininas tém
uma ou duas flores em cada axila da folha, com auséncia de estames e um ovario
grande com 6vulos numerosos. As hermafroditas normalmente carregam uma ou
varias flores bissexuais caracterizadas por um ovario alongado e fino (Da Silva,
2007).

Os frutos séos carnosos do tipo baga, amarelo ou alaranjado quando maduros, e
seu formato é determinado pelo tipo de flor (Martins; Carvalho, 2023). Os frutos das
plantas femininas sdo redondos, enquanto os das hermafroditas sdo alongados. O
tamanho varia de 5 cm de didametro e 50 g de peso a 50 cm ou mais, pesando 10 kg
ou mais, sdo cobertos por uma casca verde fina e lisa que se torna amarela quando
madura (Da Silva, 2007). As sementes sao mucilaginosas e rugosas (Martins;
Carvalho, 2023).

Salienta-se que a espécie C. papaya desenvolveu-se com diversas variedades
de acordo com 0s seus centros de origem, por iSso, apresenta variacdes de peso e
tamanho de frutos (Alves, 2003). Suas variedades podem ser diferenciadas com
base na estrutura da folha, formato estomatico, numero de nervuras centrais,
namero de lobulos nas margens das folhas, revestimento de cera na superficie da

folha e cor do peciolo (Koul et al., 2022).

De acordo com o tamanho e a origem dos frutos, os mamoeiros hermafroditas
podem ser classificados em dois grupos, Solo e Formosa (Da Costa; Pacova, 2003).
Os gendtipos cultivados nas principais regibes produtoras sao duas cultivares do

grupo Solo (caracterizado por frutos pequenos, destinados sobretudo para
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exportacdo), Golden e Sunrise solo, e do grupo Formosa (hibridos com frutos de
tamanho maior, bem valorizado pelo mercado interno) as cultivares Calimosa e
Tainung 01 (De Oliveira, 2015). O grupo de origem influencia também na
suscetibilidade a doencas (Santos et al, 2009).

Considerando que o mamoeiro € cultivado ha milh6es de anos devido ao seu
significativo valor comercial, nutracéutico e agronémico (Koul et al., 2022), muito
popular e economicamente importante em paises tropicais e subtropicais, é
consumido mundialmente como fruta fresca ou como produto processado (Da Silva
et al, 2007). Possui também consideravel relevancia social, por necessitar de
renovacado dos pomares de 3 em 3 anos, e produzir o ano inteiro, gera empregos e

requer mao-de-obra durante todo o ano (Ritzinger; Souza, 2000).

Cerca de 13% da producdo mundial € produzida no Brasil, ocupando a segunda
posicdo no ranking dos principais paises produtores, equivalente a uma producéo de

aproximadamente 1,6 milhdes de toneladas da fruta (De Padua, 2019).

Entretanto, o sucesso produtivo do cultivo de mamao é limitado devido aos
problemas fitossanitarias. Estudos mostram que a falta de controle das doencas
ocasiona perdas de até 100% da producéo (De Padua, 2019).

3.1.1 Principais doencas fungicas do mamoeiro

A ampla distribuicdo da cultura pelo Brasil, o surgimento de problemas
fitopatologicos, sobretudo doencas fungicas, que desvalorizam a qualidade do fruto,
reduzem a produtividade e a longevidade da cultura é cada vez mais comum. As
doencas mais comuns sdo a pinta preta (Asperisporium caricae), antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides), Oidium caricae e as podridées de Phytophthora

palmivora (Oliveira et al, 2007).

Essas doencas podem afetar as folhas, ramos, raizes, flores e frutos do mamoeiro
em diferentes etapas do seu desenvolvimento, considerando que as podriddes
fungicas podem ocasionar a perda total da produgcdo ou mesmo a morte

generalizada das plantas no pomar (Da Costa; Pacova, 2003).
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A antracnose é considerada a principal doenca dos frutos do mamoeiro na maioria
das regides tropicais e subtropicais, pois os frutos atacados tornam-se impossiveis
de serem comercializados e consumidos e, mesmo que 0S sintomas ndo sejam
evidentes em campo, eles podem aparecer na fase de amadurecimento, transporte,
embalagem e comercializacdo (Santos Filho et al., 2007; Meissner Filho et al.,
2021).

O oidio do mamoeiro, descrito pela primeira vez no Brasil e depois reconhecido
em variadas regides tropicais e subtropicais, € uma doenca que causa pequenos
prejuizos, a ndo ser quando o ataque ocorre em plantas jovens no viveiro, ou em
condicBes de temperaturas amenas e clima seco. Outra doenca € a podriddo preta
(Phoma caricae-papayae) frequente nas regides tropicais, causando sintomatologia
variada em folhas, frutos, pedunculo (pds-colheita) e tronco, pois o fungo coloniza
folhas velhas e peciolos, produzindo abundantes corpos de frutificacdo que servem

de fonte de indculo primario, no campo (Oliveira, 2011).

Outros problemas fitopatoldgicos causados por diferentes patégenos também séo
frequentes no cultivo do mamoeiro, como o estiolamento ou tombamento de mudas
causado por Phytophthora sp., Pythium sp., Rhizoctonia solani e Fusarium sp. O
tombamento de mudas ocorre normalmente em viveiros e é causada por fungos de
solo cuja etiologia varia de regido para regido, porém apresentam o mesmo quadro
sintomatol6gico, como a morte das plantas em poucos dias, chegando a mais de
80% a quantidade de perdas (Silva et al., 2007).

7

A pinta preta € uma doenca muito comum, ainda que ndo cause prejuizos tao
grandes como outras podriddes, pelo fato de as manchas se limitarem a superficie
dos frutos, o grande nimero de lesbes causa mau aspecto e grande desvalorizacao
comercial. As podriddes causadas por Phytophthora ocasionam perdas enormes em
frutos, sobretudo em periodos de chuvas intensas. As chuvas e altas temperaturas
também podem resultar em severo declinio da planta e consequente morte devido a

podriddo de raizes em solos pesados e pouco drenados (Santos Filho et al., 2007).
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3.1.2 Caracterizacado da pinta preta do mamoeiro

A variola ou pinta preta, cujo agente causal € o fungo Asperisporium caricae
(Speg) Maubl., é a doenga mais comum do mamoeiro e mesmo gue 0S prejuizos
sejam menores em comparacado com podriddes, ocasiona manchas nas epidermes
dos frutos e causa perda de area fotossintética, o que compromete o metabolismo
da planta e resultando na diminuicdo da producédo (Oliveira et al., 2007). Quando
ocorre com grande severidade nas folhas, a doenca pode afetar o desenvolvimento
das plantas, principalmente das mais novas. Nos frutos, onde provoca lesbes de
diferentes tamanhos, decorrente do grande nimero de lesdes, a doenca tem maior
importancia econbmica, por causa da depreciacdo comercial (Ventura, Costa;
Tatagiba, 2003; Martins et al., 2014),

Nas folhas em sua face superior, 0s sintomas caracteristicos constituem-se de
manchas necroéticas arredondadas, claras, circundadas por um halo amarelado,
enquanto na face abaxial, nas areas correspondentes as manchas, observa-se o
crescimento pulverulento do fungo, de coloracdo cinza a preta, e quando ocorre a
coalescéncia das lesdes, é comum provocar a senescéncia e desfolha das plantas.
Vale ressaltar que as folhas jovens geralmente ndo apresentam sintomas (Rezende;
Fancelli, 1997; Silva et al., 2007; Kuhlcamp, 2022). Alta severidade da doenca
provoca queda prematura das folhas, retardando o crescimento e diminuindo a
vitalidade das plantas, além de que a queda de grande quantidade de folhas pode
provocar queimaduras nos frutos, devido a exposicdo direta ao sol (Silva et al.,
2007).

Inicialmente ha nos frutos areas circulares de aspecto aquoso, que de acordo o
progresso da doencga, ficam marrons, protuberantes, com pontuacdes
esbranquicadas (Costa; Martins, 2015). Tais lesGes geralmente sdo superficiais, ndo
atingindo o interior do fruto, ocasionando apenas a rigidez da casca na parte
atingida, sendo que frutos podem ser infectados quando ainda verdes (Ventura,
Costa; Tatagiba, 2003), cujas lesdes tém coloracdo parda, ja que os estromas, que
sao subepidérmicos, ainda ndo romperam os tecidos da folha para formar as lesdes
pretas (caracteristicas que ddo nome a doenca) quando séo liberados os esporos,

entretanto essa lesdes progridem rapidamente (Ritzinger; Souza, 2000). Tais lesdes
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nos frutos séo porta de entrada para patdogenos de pds-colheita causando prejuizos

ainda maiores (Terra, 2009).

A maior intensidade da doenca ocorre em condi¢Oes de temperaturas entre 23 e
27 °C, com ventos fortes e elevadas precipitacdes pluviométricas. Essas condi¢cbes
favorecem o desenvolvimento das lesdes e a dispersédo dos esporos das folhas mais
velhas, consideradas a principal fonte de indculo. A penetracdo do fungo ocorre
pelos estdbmatos e os sintomas iniciais sdo visiveis entre 8 e 10 dias apds a
inoculacao (Holliday, 1980).

Buscando reduzir a fonte de in6culo, as folhas mais velhas com alta severidade
da doenca deve ser eliminadas, sendo que as pulverizacdes com fungicidas, a forma
de controle mais utlizada para variola, devem ser iniciadas logo que forem
observados os primeiros sintomas da doencga, quando as plantas ainda estdo na
fase inicial de crescimento. Os primeiros cinco meses depois do plantio, quando as
plantas sdo mais suscetiveis, é também considerado periodo mais critico para o
controle da doenga nas folhas. Com isso, a néo realizagdo de um controle eficiente
da doenca nas folhas, torna dificil o seu controle na fase de frutificagdo, causando

grandes perdas na qualidade comercial da fruta (Ventura; Costa; Tatagiba, 2003).

3.1.3 Caracterizacdo do Asperisporium caricae

O agente causal da variola € o fungo Asperisporium caricae (Speg) Maubl., da
classe Dothideomycetes, ordem Capnodiales, familia Mycosphaerellaceae, que
apresenta estroma subepidérmico, produzindo conidi6foros curtos, em feixes onde
se inserem conidios equinulados e bicelulares. Os conidios sdo marrom-escuro, com
ou sem septo, de forma variada, e apresentam cicatriz na base, sdo formados no
topo dos conidioforos fasciculados e, quando maduros, destacam-se deixando
cicatrizes escuras (Holliday, 1980; Rezende; Fancelli, 1997; Da Silva, 2007).

A infeccdo ocorre geralmente na face inferior das folhas mais velhas, em que o
fungo desenvolve frutificagcdes pulverulentas que formam manchas pequenas, em
geral menores do que 4 mm de diametro, circulares, de coloragdo escura. Nas areas
secas da folha, a lesdo circular torna-se branca, diferenciando-se assim das lesdes

de antracnose (Silva et al., 2007).



21

O fungo incita manchas em folhas e frutos levando a lesGes necroéticas, em que o
nivel de incidéncia varia em decorréncia de diversos fatores, com destaque para a
temperatura e a umidade (Silverio et al., 2018). O patdégeno sobrevive de um periodo
a outro em folhas velhas, lesGes antigas, frutos e partes afetadas que permanecem
no solo. Em condi¢cdes de umidade, o fungo pode formar esporos e disseminar-se
pela acao da chuva ou respingos de orvalho, sendo levado para as partes verdes em
desenvolvimento, germinando e penetrando nos pontos vulneraveis do mamoeiro
(Oliveira et al., 2007).

De modo geral, para reproducéo artificial de fungos hifomicetos, os patdégenos
foliares cultivAveis esporulam in vitro em meios de decoccao de vegetais e em meio
V8 ou BDA, no periodo de 1 a 2 semanas, contudo, no caso de fungos do género
Asperisporium, esse periodo pode variar de 3 semanas a 4 meses e meio (De
Oliveira, 2015).

3.1.4 Controle da pinta preta

A principal forma de controle de doencas fungicas no mamoeiro destaca-se o
controle quimico, através da utilizacdo de fungicidas, (Kulhcamp, 2022), geralmente
por meio de pulverizacdes, tal método representa 69,8% do controle, enquanto o
controle biolégico 25,6%, o controle fisico 3,1), preventivo 0,7% e mecanico apenas
0,8% (Ventura, et al., 2022)

Na plataforma AGROFIT (2023), ha a relacado dos 100 produtos registrados para
controle da doenga no Brasil, entretanto, o0s mecanismos de agdo sdo limitados,
sendo triazois, estrobilurinas e benzimidazol, fungicidas sistémicos que podem
induzir resisténcia ao patdgeno se ndo houver rotacdo de mecanismos, apenas 0

mancozebe, clorotolanil e o oxicloreto de cobre como néo sistémicos.

Salientando que a cultura do mamoeiro é sensivel a doses elevadas de
fungicidas, algumas podendo ocasionar fitotoxicidade nas folhas mais novas
(Kulhcamp, 2022) sendo necesséria a utilizacdo de alternativas menos prejudiciais

para o controle.
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3.2.Agentes de biocontrole

A utilizacdo de microrganismos para controle biolégico de doencas de plantas
esta cada vez mais difundida pelo mundo. Neste sentido, o uso de bactérias e
fungos como agentes de biocontrole de fitopatdgenos tem se apresentado como
uma alternativa em ascensdo no manejo integrado de doencas (Lanna-Filho; Ferro;
Pinho, 2010).

Em vista disso, o género de fungo mais usual é o Trichoderma, com ampla
utiizacdo na agricultura, e o0s géneros de bactérias antagonistas s8o as
Pseudomonas spp., Bacillus spp., Streptomyces spp., Pantoea spp., Serratia spp.
(Silva et al., 2008; Catafio, 2022).

3.2.1. Bacillus spp.

7

O género Bacillus pertence ao Filo Firmicutes, que é composto por bactérias
gram-positivas, aerobicas e anaerdbicas facultativas, habitantes naturais da rizosfera
de plantas (Fira et al. 2018). Sua capacidade de formar enddsporos, estruturas de
resisténcia, possibilita que o género tenha facil adaptacdo quanto as variaces de
temperatura, radiacdo, de pH e estresses bidticos (Khedher; Mejdoub-Trabelsi;
Tounsi, 2021).

A utilizacdo de bactérias como antagonistas de fitopatégenos tem se mostrado
uma opc¢ao crescente e assertiva, de modo geral, o género Bacillus spp. é destacado
porque formam enddsporo e possuem uma variedade de mecanismos antagonicos,
que possibilita a sua manutencéo e sobrevivéncia. Desse modo, ha muitos estudos
utilizando Bacillus subtilis, que € habitante natural do solo, e pode colonizar todos 0s
orgdos vegetativos da planta, sendo encontrada como epifitica, endofitica e

rizobactéria (Lanna-Filho; Ferro; Pinho, 2010).

by s

No que diz respeito a espécie B. subtilis, € excelente agente de biocontrole,
podendo atuar como promotora de crescimento em plantas, bactérias epifiticas e
endofiticas, pode ocupar nichos ecoldgicos distintos em associacdo com plantas,

onde se multiplicam e sobrevivem (Silva, 2008). Tém capacidade de produzir mais
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de 60 diferentes substancias antibidticas (polipeptidios), muitas sdo antifingicas
(Phae; Shoda, 1991).

Sua relacdo antagbnica contra fitopatdgenos envolve 0s mecanismos de
antibiose, competicdo, por lugar e alimento, produgdo de substancias
antimicrobianas e de metabdlitos volateis inclusive antifingicos, além da sua acéo
como promotora de crescimento de plantas (Lanna-Filho; Ferro; Pinho, 2010). Isso
porque o seu metabolismo secundario € diversificado, possuindo alta capacidade de
produzir uma grande variedade de substancias antagonistas estruturalmente
diferentes (Fira et al., 2018).

A antibiose, processo biolégico em que cepas antagonistas podem produzir
substancias antimicrobianas com o objetivo de inibir ou matar potenciais
patébgenos, comum as bactérias do género Bacillus, as tornam produtoras

excepcionais de muitos antimicrobianos diferentes (Fira et al., 2018).
3.2.2. Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas pertence a familia Pseudomonadaceae, sdo bastonetes

Gram-negativos aerobicos, presentes na rizosfera e ambientes aquaticos, onde

atuam na mineralizacdo da matéria organica, adaptam-se em diferentes ambientes e

substratos, com variabilidade no aproveitamento nutricional (Dos Santos, 2022).

Essas bactérias usam exsudatos radiculares e sintetizam uma variedade de
metabolitos secundérios como antibibticos e alcaloides, toxicos para fitopatdgenos.
Também, algumas espécies, possuem capacidade de produzir compostos
sideroforos que complexam o ferro rizosférico em baixas concentracdes, privando e
inibindo o crescimento de outros microrganismos como os fitopatbgenos (Vieira
Janior et al., 2013).

A espécie Pseudomonas fluorescens, classificada saprofita com forma de
bastonete (bacilo) tem pigmento fluorescente (fluoresceina) que reage a luz
ultravioleta, o que a torna facilmente visivel, encontrada tanto em ambientes
aquaticos quanto no solo (Alvarez-Garcia; Santoyo; Rocha-Granados, 2020), se

destaca por atuar beneficamente em associacdo com as plantas, promovendo seu
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crescimento e solubilizando nutrientes presentes nos solos, além de apresentar
potencial antagonista sobre fungos de solo (Dos Santos, 2022). Além disso,
promove o0 crescimento das plantas e possui alta capacidade de adaptacéo e
colonizacdo a diferentes tipos de solos, estando associada a diversas espécies
vegetais e sendo antagonista de diversos patdgenos de solo (Alvarez-Garcia;
Santoyo; Rocha-Granados, 2020).

Cepas de Pseudomonas spp. suprimem o desenvolvimento de patdgenos e
apresentam altos percentuais de inibicdo devido a sua capacidade de produzir
metabdlitos de natureza antibidtica. Outro mecanismo muito eficiente de acdo de
Pseudomonas spp. € a inducdo de resisténcia sistémica contra fitopatégenos
(Alvarez-Garcia; Santoyo, 2020).

Considerando a crescente utilizacdo de microrganismo para controle de doencas
de plantas, a existéncia de diversas espécies de Pseudomonas e seus diferentes
modos de acdo como a producdo de antibibticos, resisténcia sistémica induzida na
planta e retencdo de alguns componentes de patogenicidade de fungos,
demonstram sua utiidade como agente de biocontrole e a importancia do
estabelecimento de rizobactérias em protocolos de aplicagdo sustentaveis e
estratégias de manejo integrado (Vasquez-Basto et al., 2023).

3.2.3. Streptomyces spp.

O género Streptomyces pertence ao filo Actinobacteria, bactérias Gram-positivas,
familia Streptomycetaceae, neutrofilicas, aerdbicas facultativas e produtoras de
esporos, capazes de produzir diversos compostos bioativos, podendo interagir com a
planta hospedeira conferindo-lhe vantagens como, promoc¢do de crescimento e
controle de doengas (Garcia-Rojas, 2019). Possui grande potencial no biocontrole
de fitopatdogenos por causa de sua producdo elevada de metabdlitos secundario,
como antibioticos, atividade enzimatica e enzimas, que interferem no ciclo celular de
fungos (Leiva-Piedra, 2019; Missau, 2022).

Espécies deste género sdo capazes de inibir o crescimento in vitro de bactérias e
fungos por meio da producdo de metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana, antibidticos e antifungicos (Garcia-Rojas, 2019). Conseguem inibir
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ou reduzir a incidéncia de patdgenos de plantas e consequentemente o
desenvolvimento de doencas devido a compostos antifingicos, enzimas hidroliticas,
importantes na lise das paredes das células fungicas, por exemplo, as paredes
celulares de Fusarium oxysporum e Sclerotinia minor (Leiva-Piedra, 2019).

Os mecanismos principais que conferem antagonismo ao género Streptomyces
contra patdégenos sdo competicdo por alimento e espaco, antibiose e parasitismo.
Além de que, produzem sideroforos, geralmente sob condi¢des limitantes de ferro
para sequestrar menos ferro disponivel do meio ambiente, com isso, privando um
patdogeno de ferro, pode causar sua inibicdo, inclusive os sideréforos também

melhoram o crescimento das plantas (Pacios-Michelena, 2021).

O ciclo de vida consiste no crescimento vegetativo, formacédo de hifas aéreas e
esporulacdo, comecando com a germinagcdo dos esporos, em que o0s tubos
germinativos crescem estendendo as pontas das hifas e depois se ramificam,
posteriormente, uma densa rede de células vegetativas forma o micélio vegetativo
(Pacios-Michelena, 2021).

Desse modo, sua presenca no solo é favorecida pelo crescimento micelial e pela
capacidade de formar esporos, permitindo a permanéncia em condicdes extremas,
além disso, a diversidade do seu metabolismo |hes permite colonizar diferentes
habitats (Leiva-Piedra, 2019). A maioria dos Streptomyces sdo colonizadores da

rizosfera, podendo também ser endoéfitos (Pacios-Michelena, 2021).
3.2.4. Trichoderma sp.

O género Trichoderma (Teleomorfo Hypocrea), pertence a ordem Hypocreales,
familia Hypocreaceae. Sdo fungos de vida livre comuns no solo e nas raizes das
plantas, sdo destaque pela sua capacidade de produzir uma variedade de
substancias antibioticas e por parasitar outros fungos, configurando-se assim como
um dos mais importantes agentes de controle biolégico (Harman et al.,, 2004).
Quando suas estruturas propagativas, como esporos, sédo adicionadas ao solo, elas
entram em contato com as raizes das plantas e podem germinar e crescer nas
superficies das raizes, inclusive algumas cepas tém capacidade de infectar as

poucas células radiculares externas. Na fase assexuada, a partir do micélio
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vegetativo (conidiéforos) sdo formados os conidios, que s&o unicelulares de

coloracdo verde na maioria das espécies (Harman et al., 2004).

O género é composto por fungos anamorfos (nome atribuido aqueles cuja
reproducdo sexual ndo € conhecida), descrito hd 225 anos para classificar
Trichoderma viride, decompositor de madeira que produzia massas de esporos
verdes nos extremos das hifas (Monte; Bettiol;, Hermosa, 2019). S&do fungos
filamentosos, de crescimento rapido e que produzem geralmente colbnias de
coloracdo verde, frequentemente encontrado em solos de regides de clima
temperado e tropical, associado as raizes das plantas e a matéria organica morta,
ajudando na decomposicdo dos residuos vegetais e animais por ser saprofita

(Lucon, 2014).

As espécies mais comuns utilizadas como agentes de biocontrole séo
Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum, Trichoderma stromaticum e
Trichoderma viride (Monte; Bettiol; Hermosa, 2019). T. asperellum e T. harzianum
possuem capacidade de hiperparasitar fungos fitopatogénicos e ou estabelecer
interacbes benéficas na rizosfera de plantas cultivadas, sendo utilizadas em
tratamento de sementes ou aplicados em areas de cultivo para o biocontrole de
doencas de plantas, além disso, estad associado a promog¢do do crescimento vegetal
(Ramada; Ulhoa, 2019).

Desse modo, no controle de fitopatbgenos um ou mais mecanismos de acao
podem ser utilizados ao mesmo tempo pelas espécies de Trichoderma. Esses
mecanismos sao competicdo, antibiose, parasitismo, inducdo de resisténcia e
promocdo de crescimento. Na competicdo o patdbgeno e o agente de biocontrole
disputam para sobreviver, principalmente por alimento e espaco, podendo impedir
que estruturas de infeccdo do patdgeno atinjam a planta e cause danos. Na
antibiose o antagonista produz uma ou mais substancias que inibem o crescimento
ou a reproducdo do fitopatbgeno no ambiente ou na planta. No parasitismo o
antagonista se alimenta do fitopatdgeno, enfraquecendo ou causando a sua morte
(Lucon, 2014). Na inducdo de resisténcia, o sistema de defesa da planta é

estimulado frente ao ataque de patégenos e condicbes edafocliméticas adversas,
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através dos processos de sinalizacdo mediados por fitorménios (Monte; Bettiol;
Hermosa, 2019).

Nesse sentido, enzimas que degradam a parede celular, como quitinases e
glucanases foram expressas nas interagcdes de micoparasitismo. Essas enzimas
degradadoras da parede celular de diferentes cepas de Trichoderma tém
demonstrado sua eficacia, inibindo a germinacéo de esporos, 0 crescimento de hifas
e o0 desenvolvimento de estruturas de resisténcia como esclerodios e clamiddsporos

de um amplo numero de fitopatégenos (Monte; Bettiol; Hermosa, 2019).

O micoparasitismo envolve o crescimento trépico do antagonista contra fungos
alvo, enrolamento de ligacdo das hifas de Trichoderma ao patdgeno mediado por
lectina e depois o0 ataque e dissolucao da parede celular do fungo alvo pela acéo de
enzimas, que esta associada a penetracdo fisica da parede celular, a quitinase
(Yadav et al., 2015).

Desse modo, a utilizagdo de microrganismos para controle de doencas de
plantas € uma alternativa relevante, levando em consideragdo a diversidade de
microrganismos e suas relagcdes antagbnicas, como bactérias dos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces (Lanna Filho; Ferro; Pinho, 2010), e fungo
do género Trichoderma que possui alta capacidade de parasitar fungos
fitopatogénicos como estratégia de nutricdo biotréfica (Machado, 2012). Por isso, 0
biocontrole surge como medida relevante, necessitando de estudos para descobrir
possiveis reacfes antagbnicas dos agentes de biocontrole ao fitopatégeno.
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4. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Mandioca e
Fruticultura-CNPMF da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA,
localizado na cidade de Cruz das Almas-BA, cujas coordenadas geogréficas sao
12°40'39" latitude sul e 39°06'23" longitude oeste de Greenwich e altitude de 226 m
(IBGE, 2021).

Na realizacdo da pesquisa, seis agentes microbiolégicos do acervo do CNPMF
foram utilizados, sendo as bactérias identificadas como BAC1 (Bacillus); BSF66;
BR12158 (Bacillus); BR12137; BR12157 (Bacillus); o Trichoderma asperellum e o
isolado do Asperisporium caricae. Usando o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 5 repeticGes e 7 tratamentos, sendo cada repeticdo composta de

uma placa de petri.

O ensaio para identificar a interacdo entre 0s possiveis antagonistas (BACL1,
BSF66, BR12158, BR12137, BR12157; o Trichoderma asperellum) e o fitopatégeno
(A. caricae) foi montado usando a metodologia de confrontacdo direta (BRITO;
MILLER; STADNIK, 2010; DA SILVA, 2022;), em que nas placas de Petri, contendo
meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), foi adicionado, distando um centimetro
da borda, com auxilio da al¢a de platina uma estria simples de bactéria (Figura 2A) e
no lado oposto, o disco de colénia do patégeno (5 mm &) em BDA. No caso do
Trichoderma, colocados em lados opostos, proximos as bordas das placas, em
pareamento com discos de micélio do patégeno (Figura 2B).

Figura 2: llustracdo da confrontacdo direta dos microrganismos. A: bactéria e A. caricae. B: T.
asperellum e A. caricae.

A B %/;’3/ ¢ TR4

Bactéria Patogeno =

Fonte: Adaptado de DA SILVA et al. 2022. Fonte: Acervo pessoal, 2023.
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Os procedimentos descritos anteriormente foram realizados em camara de fluxo
devidamente esterilizadas e depois as placas foram fechadas com plastico filme
transparente e acondicionadas em camaras de incubacdo BOD sob a temperatura
de 25° + 2°C com fotoperiodo de 12 horas, e ap0s sete dias o halo de inibicdo de
crescimento do fitopatégeno foi mensurado com auxilio de uma régua em trés
pontos da placa (parte superior, mediana e inferior, Figura 3), e a partir dai
realizadas 7 mensuracdes (com 7, 9,12, 14 e 21 dias), a primeira iniciando apos sete
dias, até que houvesse estagnacdo do crescimento micelial do patégeno ou do

antagonista.

Figura 3: Mensuracédo do halo de inibicao do patégeno causado pela bactéria.

by

As médias dos halos de inibicdo foram submetidas a andlise de variancia e

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para esporulagdo do patogeno, foi repicado em nutriente Agar e mantido em
camaras incubadoras climatizadas a 25°C (x 2°C) inicialmente com fotoperiodo de
12 horas, apo6s 15 dias mantidas em escuro constante. A fim de realizar a inoculacdo
nas mudas até o aparecimento de sintomas e posteriormente aplicar o0s
microrganismos possiveis antagonistas. A cada 7 dias, uma lamina contendo
amostra retirada da placa e analisada em microscopio para identificar a presenca de

esporos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados obtidos na ultima avaliacdo (21 dias), observa-se que 0s
tratamentos utilizando Trichoderma Asperellum n&o diferenciou significativamente da
testemunha, entretanto diferenciaram dos demais microrganismos. As BAC1,
BR12157, BR12158, BR12137 e BSF66 apresentaram diferenca significativa entre
0s demais tratamentos, contudo, as trés ultimas ndo diferiram entre si (Tabela 1).
Ressaltando que 0os microrganismos apresentaram diferentes mecanismos de agéao,
as bactérias antibiose e o T. asperellum micoparasitismo, por isso, foram avaliados

de forma distinta, conforme disposto na Tabela 1.

Tabela 1. Teste de Tukey para as médias da inibicdo do crescimento micelial dos
microrganismos nas placas de Petri.

Tratamentos Crescimento micelial (cm)
Testemunha 8,0 ar**
Trichoderma 80a

Inibicdo (cm)

BAC 1 1,026 b
BR12157 0,594 c
BR12158 od
BR12137 od

BSF66 od

CV.% 4,45

*** Extremamente significativo, ao nivel de significancia de 0%.

As letras minUsculas representam o teste de médias para cada microrganismo, em que
letras iguais ndo diferem entre si significativamente, ao contrario, letras diferentes
representam diferenca significativa. Para as bactérias, utilizou como parédmetro a

mensuracdo dos halos de inibicdo. Para o Trichoderma o crescimento micelial.

Acerca da inibicdo do crescimento micelial, embora o Trichoderma tenha
expressado melhor desempenho, duas bactérias também inibiram o crescimento do
patbgeno Asperisporium caricae e as outras trés ndo apresentou inibicdo ao

patogeno.

Percebe-se que o tratamento utilizando Trichoderma obteve o melhor
desempenho, devido ao seu crescimento micelial em toda placa de Petri, suprimindo
o A. caricae, identificado logo na primeira avaliagdo, ainda que no tratamento

testemunha o fitopatégeno néo estivesse colonizado totalmente a placa (Figura 5).
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Figura 5: Comportamento do Trichoderma Asperellum em confronto com o

Asperisporium caricae comparado a testemunha.

Comparacao dos tratamentos Trichoderma (coloragdo verde) a testemnuha (colora(;éo

branca) sete dias apos a incubacéo.

Desse modo, o rapido crescimento e a esporulacao vigorosa do Trichoderma na
placa dificultam ou suprimem o aparecimento de outras espécies de crescimento

mais lento (De Abreu; Pfenning, 2019).

Triboni (2021) em estudos utilizando Trichoderma para controle in vitro de
Macrophomina faseolina, avaliou a agdo de micoparasitismo, um dos mecanismos
de acdo do género Trichoderma, no qual o fungo enrola suas hifas sobre o
hospedeiro e degrada a parede celular dele, elucidando que a sua agéo supressora

se deve a competi¢cdo e ou antibiose.

Avaliando os tratamentos com as bactérias BSF66 e BR12137, notou-se ja na
segunda avaliacdo, com nove dias, a BR12158 com doze dias ap0s a incubacéo,
que nao apresentaram antibiose ao fitopatdgeno, visto que toda a placa havia sido
colonizada livremente por ele, como é perceptivel a seguir na Figura 6.
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Figura 6: Comportamento das bactérias em confronto com o fitopatégeno
comparado a testemunha.

A:Testemunha; B: Bactéria BSF66; C: Bactéria BR12137; D: Bactéria BR12158.
As figuras A, B e C mostram o comportamento da testemunha e das bactérias nove
dias ap0s a incubacao, e a figura D apés doze dias.

No que se refere ao desempenho das bactérias, Dos Santos (2022), afirmou que
0 género Pseudomonas é eficiente no controle de patégenos de solo, principalmente
no controle de Fusarium sp. Analisando espécies de Streptomyces contra
Rhizoctonia solani, Iparraguirre et al. (2022), observou que elas inibiram o
crescimento do patégeno, demonstrando sua possivel aplicacdo no controle
biolégico de fungos fitopatogénicos de solo, considerando a possibilidade de

algumas das bactérias utilizadas, que néo foram ainda identificadas pertencer ao
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género, pode justificar a ndo antibiose da das bactérias contra A. caricae, patdégeno

foliar.

Por outro lado, as bactérias BR12157 e BAC1 mediante o confrontamento direto
inibiu o crescimento do fitopatégeno (Figura 7), apresentando halo de inibicdo desde
a primeira avaliacao.

Figura 7: Comportamento das bactérias em confronto direto com o fitopatégeno
comparado a testemunha.

A: Bactéria BACL1 sete dias ap6s incubacéo; B: Bactéria BR12157 sete dias apés
incubacdo; C:Testemunha sete dias apés a incubacao; D:BR12157 vinte e um dias apos
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incubacao; E: BAC1 vinte e um dias ap0s incubacdo. As figuras D e E mostram a face
inferior das placas apresentando o halo de inibicdo das bactérias ao fitopatdgeno.

Diversos autores relatam a utilizacdo de Bacillus como agentes de controle
biolégico podem ser utilizados, possuem forte acdo inibitéria contra patdégenos de
pos-colheita, 6tima acdo antifangica in vitro e in vivo contra diversos géneros
fungicos, como por exemplo, Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.,

Rhizopus spp., Sclerotium spp., Rhizoctonia solani, entre outros (Torres et al., 2017).

Outrossim, Jimenez-Perez et al. (2023) ao analisar o confronto in vitro de trés
cepas de Bacillus subtilis com Fusarium oxysporum, comprovou a inibicdo do
crescimento micelial do fungo, mas néo observou efeitos das cepas bacterianas
contra Pythium aphanidermatum, por causa do seu crescimento na placa de cultivo

acontecer em apenas 36 horas de incubagéo.

Ademais, Torres et al. (2016) testando cepas de Bacillus, observou a inibicdo do
crescimento micelial de Macrophomina faseolina. Desse modo, o0s isolados
bacterianos BAC1 e BR12157 do género Bacillus, consiste em possiveis alternativas
eficientes para o biocontrole, reduzindo a utilizacdo de fungicidas, que é o método
de controle mais empregado. Além disso, esse estudo pode embasar pesquisas
futuras para o desenvolvimento de métodos viaveis de aplicacbes dos
microrganismos antagonistas em outras condi¢cfes, visando diminuir ou combater o

fitopatdbgeno e seus danos causados ao mamoeiro

Os dados obtidos sugerem ainda que o A. caricae nédo esporula em meio BDA,
apos 30 dias da repicagem em placas, ndo havia esporos. E em nutriente agar,
iniciou-se a esporulacdo aos 30 dias, ainda de que forma exigua, impossibilitando a
realizacdo da inoculacdo nas mudas de Sunrise solo. Estudos desenvolvidos por
Vivas et al. (2010) e De Oliveira (2015) corroboram, ao destacarem a dificuldade de

esporulacdo em meio artificial.

O que dificulta a realizacdo de estudos, devido a falta de metodologias,
informacgdes sobre temperatura e luminosidade ideal, para producdo de indculo in
vitro de A. caricae, visto que a maioria dos experimentos séo realizando o controle

quimico em situacfes que ocorrem inoculacdo natural (VIVAS et al., 2010).
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De acordo com De Oliveira (2015), a coloracédo do micélio em placas é indicativa
de esporulacao, pois, quando apresentam coloracéo inicial branca e evoluiram para
coloracdo esverdeada em seguida enegrecida, possui esporos, e as que
permanecem brancas (como se apresentaram todas as placas do presente
experimento) ndo ha esporos. Em trabalho realizado, a autora supracitada,
descobriu que os meios V8, milho (utilizando fubd, dextrose e agar) e Micophil
(extrato de farelo de soja, dextrose e agar), em temperatura de 19°C vidveis para
obtencao de esporos em in vitro.

Desse modo, a utilizagdo de microrganismos para controle de doencas de
plantas € uma técnica bastante estudada, entretanto, ainda €é necesséario a

realizacdo de mais estudos referentes ao agente causal da pinta preta do mamoeiro.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que as bactérias BR12157 e BAC1 (ambas do género
Bacillus), e principalmente o Trichoderma asperellum, apresentaram reacao
antagonica ao fitopatégeno Asperisporium caricae, inibindo o crescimento micelial

em placas de Petri.

O A. caricae apresenta esporulacdo lenta em meio artificial, em nutriente Agar

somente 30 dias em escuro constante, sendo que ndo esporula em meio BDA.
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