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RESUMO

A cultura da maca tem se tornado uma das principais bases da economia dos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, sendo o primeiro o maior produtor da fruta no Brasil. A amplia¢do da
demanda nas ultimas décadas tem como principal motivo o aumento da exportagdo. Para isso, ¢
necessario manter a qualidade da fruta desde o plantio até a chegada no mercado consumidor. As doengas
pos-colheita sdo responsaveis por perdas significativas na producdo, principalmente as causadas pelos
fungos Alternaria sp., Botrytis sp. e Penicillium sp.. Com a finalidade de combater infec¢des, fungicidas
quimicos sdo muito utilizados, mas os riscos de contaminagdo humana, ambiental e a selecao de linhagens
resistentes de fitopatdgenos tém levado ao desenvolvimento e emprego de novas alternativas. Entre elas,
o controle biologico tem merecido destaque devido a descoberta de varios micro-organismos capazes de
inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos, entre os quais, algumas bactérias do género Bacillus. A
producao de metabolitos com atividade antifungica e a capacidade de resisténcia a varios tipos de
estresses, sao caracteristicas que fazem deste tipo de micro-organismo um promissor agente de controle
bioldgico. Com base no que foi exposto, o presente estudo teve como objetivo principal fazer uma
avaliacdo do potencial antagonista de isolados de Bacillus spp., obtidos de amostras de solo, contra
fungos causadores de podriddao no periodo pds-colheita da magad. Os fungos foram isolados de macas
recém-colhidas. Com a finalidade de selecionar isolados com melhor atividade antagonista, realizaram-se
testes de antagonismo in vitro, com destaque para dois isolados de Bacillus — F62 e FR2B2, que inibiram
o crescimento micelial dos trés fungos avaliados — Alternaria sp., Botrytis sp. € Penicillium sp.. Também
foi avaliada a estabilidade térmica dos metabolitos produzidos por estes isolados, no qual somente o (s)
metabolito (s) do isolado F62 manteram a sua atividade, inibindo o crescimento micelial dos trés fungos.
A avaliagdo do antagonismo in vivo demonstrou que somente o caldo de cultura foi capaz de inibir o
desenvolvimento de lesdes, além de confirmar que o armazenamento das frutas a 0°C retarda o
crescimento fungico. A andlise das proteinas por SDS-PAGE revelou a presenga de proteinas somente no
caldo de cultura ndo autoclavado, indicando que a inibicdo do desenvolvimento dos fungos pode ter
ocorrido por moléculas protéicas e ndo protéicas, visto que os dois tipos de caldo foram eficientes na

inibi¢do dos fungos alvo.
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ABSTRACT

The apple crop has become one of the main basis of the economy of the states of Santa Catarina and Rio
Grande do Sul, the first being the largest producer of fruit in Brazil. Increased demand in recent decades
is the main reason of the increase in exports. Therefore, it is necessary to maintain the quality of fruit
from planting to arriving to the consumer. The post-harvest diseases are responsible for significant
losses in production, mainly caused by the fungus Alternaria sp., Botrytis sp. and Penicillium sp.. In
order to fight infections, fungicides are widely used, but the risks for of humans and environment and
selection of resistant strains of pathogens have led to the development and use of new alternatives.
Among them, biological control has been highlighted by the discovery of several microorganisms
capable of inhibiting the growth of pathogenic fungi, including some bacteria of the genus Bacillus. The
production of metabolites with antifungal activity and resistance to various types of stresses are features
that make this type of micro-organism a promising biological control agent. Based on the foregoing, the
present study aimed to make an assessment of the antagonist potential of 60 isolates of Bacillus spp.,
obtained from samples of soil of Rio Grande do Sul and Santa Catarina, against fungi that cause rot in
the post-harvest apple. The fungi were isolated from freshly harvested apples. In order to select strains
with improved antagonistic activity, tests were antagonistic in vitro, with emphasis on two strains of
Bacillus - FR2B2 and F62, which inhibited the mycelial growth of three fungi evaluated — Alternaria
sp., Botrytis sp. and Penicillium sp.. The thermal stability of the metabolites produced by these isolates
was also analyzed. Evaluation of antagonism in vivo showed that only the culture medium was able to
inhibit the development of lesions, and confirm that the storage of fruit at 0° C retards fungal growth.
The analysis of proteins by SDS-PAGE revealed the presence of proteins only in the non-autoclaved
culture medium, indicating that the inhibition of fungi may be due to protein and non-protein molecules,

since the two types of broth were effective in inhibiting target fungi.
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1. INTRODUCAO

O sistema de produgdo de macas ¢ de grande importancia, em que o Brasil vem concentrando
esforgos para garantir a competitividade de mercado. Perdas na produ¢do de frutas economicamente
importantes decorrem da susceptibilidade as infec¢des flingicas originadas no campo, assim como ao
posterior ataque de micro-organismos patogénicos durante o transporte e armazenamento. De acordo
com o Sebrae, o Rio Grande do Sul, o segundo maior produtor nacional de maca, e Santa Catarina
respondem por 95,6% da producdo brasileira. No periodo de 2008-2009, o Rio Grande do Sul

produziu 438.452 toneladas, segundo dados fornecidos pela AGAPOMIL.

Muitas doencas podem afetar a qualidade das frutas, prejudicando a sua comercializacdo € o
seu consumo. As doengas causadas por fungos predominam no periodo poés-colheita e os principais
agentes causais sdo Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Phialophora malorum, Pezicula

malicorticis € Mucor piriformis, entre outros.

Virios métodos sdo utilizados para o controle de doencas apds a colheita. O manejo
convencional preconiza a aplicacdo de fungicidas e de antioxidantes e a sanitizagdo com cloro, entre
outras técnicas; no entanto, varios problemas sao associados principalmente ao uso de fungicidas,
como a selecdo de linhagens fingicas mais resistentes, a contaminacao ambiental e os danos a saude
humana. Com esta preocupacdo, muitos pesquisadores estdo buscando métodos alternativos de
controle. Atualmente, faz parte do conhecimento cientifico que muitos micro-organismos e/ou seus
metabolitos representam um grande potencial no controle de fungos patogénicos associados as

plantas, sendo a sua utilizagdo, uma alternativa para o controle das doencas.

Espécies de Bacillus tém sido usadas para o controle de diversas doencas de folhas e pds-
colheita de hortifrutigranjeiros, sendo um importante agente para o controle bioldgico. Além disso, a
capacidade de produzir endoesporos resistentes ao calor ¢ uma das principais caracteristicas do
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género, pois estes esporos permanecem vidveis por longos periodos, o que é desejavel pelas

biofabricas.

O solo ¢ uma fonte inesgotavel de bactérias do género Bacillus, muitas delas, provavelmente,
com potencial como agentes de controle biologico. Para obter informagdes sobre as populacdes de
bactérias de solos associados a cultura da maga, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar
o potencial antagonico de bactérias do género Bacillus, isoladas em solos de localidades dos estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, contra os fungos Penicillium sp., Botrytis cinerea e
Alternaria sp, comuns nos periodos pré- e pos-colheita da maca na regido produtora do Sul do Brasil.

Os objetivos especificos foram os seguintes:
- isolar Bacillus spp. do solo, nas regides produtoras de magas, do Sul do Brasil;
- identificar os isolados pela observagdao da morfologia e das suas caracteristicas bioquimicas;

- selecionar in vitro os melhores isolados de Bacillus spp., quanto ao poder inibitério do

desenvolvimento dos fungos alvo;

- avaliar in vivo o desempenho dos isolados de Bacillus spp., selecionados in vitro, na protecao de

magas infectadas com os fitopatogenos e mantidas nas temperaturas de 0°C e 20°C;

- avaliar a atividade bioldgica do caldo de cultura bruto, dos isolados de Bacillus spp., selecionados
in vitro, na prote¢do de magds infectadas com os fitopatdgenos e mantidas nas temperaturas de 0°C e
20°C;

- identificar a presenca de proteinas nos caldos de culturas dos Bacillus spp., por meio de

eletroforese.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A cultura da maca

A macieira (Malus spp.) pertence a familia Rosaceae. Originaria da Europa e da Asia, sua
explora¢do comercial moderna no Brasil teve inicio na década de 60, em Santa Catarina. Em poucos
anos, a maga se transformou em produto de intensa comercializagdo no pais. O principal mercado
consumidor ¢ Sdo Paulo, onde a maior oferta do produto nacional ocorre no més de fevereiro

(Bertoni et al. 2006).

Segundo Pereira et al. (2006), a introdugdo da pomicultura no Brasil ocorreu, provavelmente,
no municipio de Valinhos, no Estado de Sao Paulo, pelo fruticultor Batista Bigneti, em 1926. A

partir deste ano, foram iniciadas algumas pesquisas isoladas com diferentes cultivares.

O surgimento da pomicultura no Estado de Santa Catarina foi favorecido por varios fatores,
como: i) a decadéncia da atividade madeireira a partir de 1950; i) a constatagdo técnica, com base
em um pomar experimental no qual foram testadas varias espécies de frutiferas de clima temperado,
de que a maca era uma das espécies com melhor sucesso no municipio de Fraiburgo; iii) a énfase por
parte do governo federal na substitui¢do de importagdes, tendo em vista a crise de divisas e ao fato de
que, nos anos 1960, a maga era o segundo item agricola mais importante nas importagdes brasileiras,
perdendo apenas para o trigo; iv) os incentivos fiscais concedidos. Na época, o reflorestamento era
feito com Pinus, mas a Lei Federal 5.106, de 1966, previa a inclusdo da macieira, impulsionando os
produtores a investirem na pomicultura. Assim, o desenvolvimento da pomicultura brasileira ¢
dividido em trés periodos distintos: i) formacao da estrutura de producao, que vai até o final dos anos
80, caracterizado pelo aumento da area plantada e da produgdo; ii) a partir de 1990, com a
intensificagdo e consolidagdo da produgao nacional no abastecimento do mercado interno e abertura
de caminhos para a exportacdo, quando houve a conquista dos consumidores pelo preco e sabor; iii)

o ultimo periodo, a partir do final dos anos 90, que caracterizou-se pela reestruturacao da produgao,
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com o surgimento dos programas de produgdo integrada de magas, com o cultivo de variedades mais

adequadas as exigéncias dos consumidores e com maior produtividade (Pereira et al. 2006).

Dentre as fruteiras de clima temperado cultivadas no Brasil, a macieira foi a cultura que mais
se desenvolveu nos ultimos anos, sendo explorada comercialmente, principalmente no Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais, sendo que Santa Catarina ¢ o maior Estado
produtor e, junto com o Rio Grande do Sul, representam mais de 95% da producao total (Bertoni et
al. 2006; Bittencourt & Mattei 2008). A trajetoria crescente da participagdo de Santa Catarina no
cenario nacional e as grandes oscilagdes apresentadas pelo Rio Grande do Sul sdo ilustradas na
Figura 1. Pode-se verificar também na mesma figura, que a participacdo do Estado do Parana,
praticamente se manteve em niveis baixissimos ao longo de todo o periodo (1990-2005) (Bittencourt

& Mattei 2008).
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Figura 1. Participacdo na produgdo de maga pelos estados brasileiros

periodo 1990 - 2005 (Bittencourt & Mattei 2008).

A melhor condicdo climatica do sul do Pais ¢ um fator relevante para a maior produtividade
da pomicultura. O fator determinante no plantio das macieiras numa regido depende do periodo de

baixa temperatura, necessario para o repouso vegetativo e conseqiiente quebra de dorméncia. Como
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mostra a Figura 2, a regido de Fraiburgo, localizada no Meio-oeste Catarinense, tornou-se a maior
area produtora do Brasil, ao lado de Sao Joaquim, também em Santa Catarina e Vacaria, no Rio
Grande do Sul, agregando a estes municipios forte imagem associada a pomicultura (Bertoni et al.

2006; Coelho et al. 2003; Pereira et al. 2006).

Figura 2. Localizacdo dos municipios produtores de ma¢a no Estado de Santa Catarina (Pereira et al.

2006).

A regido Serrana do Rio Grande do Sul ¢ a maior area produtora do Estado (Figura 3). Os
municipios que se destacam em fun¢do da sua produtividade e area cultivada (em hectares) sdo:
Vacaria (5.995), Caxias do Sul (2.054), Bom Jesus (1.450), Muitos Capdes (675), Monte Alegre
(609), Ipé (470), Sao José dos Ausentes (368), Antonio Prado (251), Sdo Francisco de Paula (237),
Flores da Cunha (196), Lagoa Vermelha (167), Encruzilhada do Sul (145), outros (564,96),

totalizando 13.181,96 ha (Bertoni et al. 2006).
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Figura 3. Regido produtora de maca no Estado do Rio Grande do Sul

(Atlas Socio Econdmico do RS).

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados sobre a produgcdo de mag¢d nos municipios do Rio

Grande do Sul, na safra 2008-2009.
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Tabela 1. Produ¢do de maga nos municipios do Rio Grande do Sul na safra 2008/09.*

GALAE GOLDEMN/ FU.IE OUTRAS TOTAL SAFRA 0708
MUMICIPIO CLONES BELG. CLONES Uariag&u
i i i i i i 2008008
Vacaria 144 533 115 75,099 16587 236334 215829 8,50
Caxias do Sul 35249 43 18.936 3.074 58.302 49150 18,52
Bom Jesuz 19248 4 18.242 7o 35264 32910 16,27
Monte Alegre dos Campos 14.569 - B8.589 1.150 24308 21.24 14,37
Muitos capies 16.004 - 6317 1.176 23587 18987 2423
S&o Francizco de Paula §.359 274 6.817 91 16.741 14.072 18,97
Ipé 4.540 1 1.180 189 5910 8663 (31.79)
Sao Jose dos Ausentes 1.936 - 4448 - 6.384 6.545 {B,75)
Antdnio Prado 054 - &9 1.704 2387 470  (43.91)
Campesfre da Serra 2660 - 755 - 348 3.073 11,23
Encruzilhada do Sul 3.030 - ! 300 3364 2.245 49 58
Veranopolis 1100 - 65 1.340 2.505 2.035 2285
Cambara do Sul 907 670 193 66 1.836 1.962 (6,42)
Canela 540 - BS3 47 1.240 1865  (33,51)
Lagoa Vermelha 2084 - st 246 3898 1.784 118,50
Farmoupilha 903 15 95 810 1.823 1.585 15,02
Jaquirana 1110 - 893 - 2.003 1.570 27,55
Florez da Cunha 525 - B 449 980 1.507 (34.97)
Protasio Alves 500 - - 200 T00 1.143  (38,76)
Bento Gongalves 601 - 209 28 838 1.110  (24,50)
Mova Padua B06 - 36 62 T04 686 2,62
Cagzeiros. 1.240 - 159 331 1.730 573 200,87
Sao Marcos 501 - 136 n 658 245 172,65
Bamacio 200 - 45 - 245 145 68,97
Gramado 135 - 45 - 180 130 38,46
Morro Redondo - - - 120 120 30 300,00
Mova Petropolis 3 - - - 3 3 0,00
TOTAL DA SAFRA 08/2009 265.057 1422 143,712 28.561 438.452 393.674 11,37

PARTICIPACAO VARIETAL (%) 60,45 0,26 32,78 651 100,00 - -
TOTAL DA SAFRA 2007/2008 226991  1.448 138394 26.841 393.674 - -
VARIACAD DA SAFRA 07/2008 16,77  (22,51) 3,84 64 11,37 - -

*AGAPOMI - Associagao Gaucha dos Produtores de Maga, 2009.

A producdo brasileira de mag¢as se expandiu significativamente nas ultimas décadas. Aliado
ao fato de o Pais possuir mais de trinta anos de tradi¢ao no cultivo comercial da fruta, fatores como a
producao de variedades modernas, disponibilidade de terras, regides com condigdes climdticas
favoraveis e as recentes preocupacoes com produtividade e infra-estrutura de embalagem e
conservagao, transformaram o Brasil em um grande produtor. A cadeia produtiva da mag¢a possui
insercdo destacada no cenario da fruticultura brasileira, o que lhe confere inquestionavel importancia

na economia nacional (Bertoni et al. 2006). O significativo crescimento da producdo e a boa
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aceitacdo das variedades nacionais consolidaram a queda das importagdes. E, a medida que o
consumo aparente foi crescendo ao longo dos anos, este foi sendo suprido cada vez mais pela
producdo nacional, diminuindo a participagdo percentual no abastecimento pela ma¢d importada. A
Argentina tem sido o principal fornecedor de maga para o Brasil e a principal variedade importada ¢é

a Red Delicious, de coloragdao vermelha intensa (Pereira ef al. 2006).

As exportacdes brasileiras de maca iniciaram em meados dos anos 1980, viabilizadas por
forte movimento dos produtores que objetivavam o aumento da qualidade de seus produtos. Nas
décadas seguintes, devido ao alto crescimento da produgdo interna e qualidade da fruta bem aceita
pelo consumidor externo e pelo prego atrativo, as exportacdes das magas brasileiras cresceram muito.
Os volumes exportados de frutas atingiram um volume mais significativo a partir do inicio dos anos

1990, chegando, em 2004, em torno de 15% da producdo nacional (Figura 4).
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Figura 4. Relagdo entre a quantidade de maga brasileira exportada no
periodo 1990 - 2004 (Pereira et al. 2006).

Segundo a Associagdo Gaucha dos Produtores de Maca, a Holanda foi o pais, para o qual o
municipio de Vacaria, RS, mais exportou no ano de 2008, seguido da Itdlia e Alemanha, com

destaque para a cv. Gala (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo das exportagdes por pais, no municipio de Vacaria, RS, em 2008.*

PAIS GALA FUII CRIPPS BRAEBURN TOTAL VARIACAO
E CLONES E CLONES PINK

Holanda 0505 3803 2163 210 18571 ap.5504
Irilia 2.336 1.244 287 0 3 367 5,246
Alemanha 1.309 276 166 1701 3,620
Inglaterra 2.360 3z 212 0 2.604 55504
Portugal 2.085 1871 42 106 4114 5.76%
Bélgica 1.524 106 444 0 2074 4470
Irlanda 1.781 o o 0 1.781 3,799
Franga 4,440 169 614 0 5232 11,14%
Filipinas 43 o o 0 43 0,0005
Emirados Arsbes 85 0 0 0 85 0,18%%
Espanha 821 514 42 0 1377 293%
Dinamarca 1.731 127 516 42 2416 5154
Suécia 847 o o 0 847 L5004
Cingapura 42 o o 0 42 0,005
Orjente Médio 71 0 0 0 7 0,15%
Finlindia 339 o o 0 EET 0,72%%
Hong Kong 42 o o 0 42 0,0005
Libia 212 o o 0 212 0,45%
Moruega 0 9 o 127 136 0,205
Rissia 1.206 42 o 0 1.248 2,66%%
Malra 42 o o 42 0,0005
Enweait 106 0 o 0 106 0,23%%
TOTAL 31036 8243 6,436 1185 46950  100,00%

* AGAPOMI - Associagdao Gaucha dos Produtores de Maca, 2009.

Os cultivares mais plantados no Brasil sdo Gala (46%) e Fuji (45%). Estes podem dividir-se,

ainda, em Imperial Gala, Royal Gala, Mondial Gala, Fuji Suprema e outras. As magas destas

variedades tém sabor e qualidade adequados a preferéncia dos consumidores, tanto nacionais quanto

internacionais (Fioravanco 2009; Pereira et al. 2006). Atualmente, estdo sendo plantadas também,
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porém em menor escala, os cultivares: Senshu, Braeburn, Sansa e Jonagold, mutagdes mais coloridas
de Gala e Fuji (Bertoni ef al. 2006). O cultivar Gala produz frutos muito atrativos, com a epiderme
lisa e brilhante. O tamanho dos frutos ¢ de pequeno a médio e o formato redondo-conico. A polpa ¢
de colorag@o amarelo-creme, firme, crocante e suculenta. O cultivar Fuji apresenta frutos de tamanho
médio a grande, redondos, epiderme fina, lisa, de coloragdo rosa-palido. A polpa ¢ aromatica,

amarelo-claro, firme, muito suculenta, de sabor doce e agradéavel (Fioravanco 2009).

2.2 Doengas fungicas da macieira

7

A cultura da macieira ¢ uma atividade muito competitiva e requer o uso constante da
tecnologia. Assim, a pomicultura enfrenta uma série de desafios peculiares ao cultivo desta espécie,
tipica de clima temperado. Afora as dificuldades normais como a falta de adaptagdo das plantas em
algumas regides, deve-se ressaltar a importdncia das doencas, as quais podem comprometer a
producdo, caso ndo sejam eficientemente controladas. A macieira pode desenvolver varias doengas,
muitas delas de ocorréncia mundial, como ¢ o caso da sarna, que ¢ limitante para esta cultura.
Entretanto, ainda existem varios desafios tipicamente brasileiros, como a mancha foliar de
Glomerella cujo ciclo ndo ¢ conhecido e o atual sistema de controle ndo ¢ eficiente (Boneti &

Katsurayama 1998).

A sarna, causada pelo fungo Venturia inaequalis, ¢ uma das principais doencas foliares da
macieira, sendo encontrada em todas as regides produtoras de ma¢d do mundo. Os sintomas sao
tipicos € manifestam-se nas folhas, ramos novos, flores, pedinculos e frutos (Boneti & Katsurayama
1998, Cesa et al. 2006). No Brasil, a doenca foi constatada pela primeira vez em 1950, no Estado de
Sao Paulo (Cesa ef al. 2006). A sarna da macieira pode ocasionar at¢ 100% de perdas, caso nao

sejam adotadas medidas de controle (Santos & Wanser 2006).

O oidio da macieira, causado pelo fungo Podosphaera leucotricha, ¢ uma doenca muito

disseminada nos paises de clima semi-arido. O fungo pode infectar as folhas, ramos, flores e frutos,
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onde produz uma massa esbranquigada, formada por micélio e esporos, que pode cobrir todo o tecido
verde da planta (Boneti & Katsurayama 1998; Xu, 1999). E uma das principais doengas de magas
cultivadas em todo o mundo. Os prejuizos sdo causados pela infecgdo primaria nos botdes florais,

ocasionando uma perda geral da vitalidade das plantas infectadas (Urbanietz & Dunemann 2005).

A mancha foliar de Glomerella esta disseminada por todas as regides produtoras de mag¢a do
sul do Brasil, notadamente nas regides de clima mais quente. A doenca se manifesta durante o verao,
causando desfolhamento severo das macieiras dos cultivares Gala, Golden Delicious, Granny Smith
e Senshu (Boneti & Katsurayama 1998). A mancha das folhas da macieira, também conhecida como
mancha foliar de Glomerella, ou mancha foliar da Gala, pode causar desfolhamento superior a 75% e

consequentemente afetar a produgdo nos anos seguintes (Rollemberg, 2008).

A podriddo amarga, causada pelo fungo Glomerella cingulata, cuja forma imperfeita
corresponde ao Colletotrichum gloesporioides, ¢ uma doenga que esta disseminada em todas as
regides produtoras de ma¢d do mundo, sendo menos frequente em regides de clima mais frio (Boneti
& Katsurayama 1998). As perdas de producao de macas no sul do Brasil, causadas somente pelo
ataque de podridao amarga, podem chegar a 50%. Embora G. cingulata possa atacar frutos intactos,
a agressividade parece ser maior € a evolucdo da doenca mais rapida em frutos com ferimentos. A
rapidez da evolugdo dos sintomas estd diretamente relacionada as condi¢des de temperatura e

unidade relativa do ar (Denardi et al. 2003).

J& a podriddo branca, causada pelo fungo Botrysphaeria dothidea, ¢ uma doenga amplamente
disseminada nas regides pomicolas de clima mais quente, causando podriddo dos frutos e cancros de
ramos (Boneti & Katsurayama 1998). A sua ocorréncia ¢ mais severa em anos quentes e chuvosos,
resultando em elevado indice de podriddao dos frutos. No campo, os sintomas mais evidentes sdo a
murcha das folhas, seca dos galhos e morte dos ramos. O fungo B. dothidea ndo necessita de
ferimentos para causar infec¢do, entretanto, na presenca destes, ocorre rapida colonizacdo e

desenvolvimento de lesdes (Santos et al. 2008).
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A podriddo carpelar ¢ causada por varios fungos, principalmente Alternaria sp., Fusarium
sp., Botrytis cinerea, que se instalam na regido carpelar, resultando na podridao interna seca ou mole
do fruto (Boneti & Katsurayama 1998). A podridao carpelar da ma¢d ¢ uma doenga que vem se
tornando importante no Brasil, incidindo em todos os pomares das regides produtoras da fruta.
Registros de perdas de frutos no periodo pos-colheita mostram valores de até 15% (Kretzschmar et

al. 2007).

Além das doengas que ocorrem no pomar, existem as podriddes pds-colheita, que ocorrem
durante o armazenamento das frutas na camara frigorifica, e sdo causadas por varios fungos, sendo
mais comum as infecgdes por Penicillium sp., Alternaria alternata, Fusarium sp. e Botrytis cinerea

(Boneti & Katsurayama 1998).

2.3 Doencgas do periodo pés-colheita da maca, causadas por fungos fitopatogénicos

Os frutos, assim como as sementes ¢ flores estdo expostos a muitos micro-organismos,
embora a maioria ndo consiga causar doenca. Os fitopatdogenos, freqiientemente, infectam frutos
imaturos causando prejuizos menores, que aumentam gradativamente durante o amadurecimento dos

frutos (Senhor et al. 2009).

As podriddes resultantes da atividade de patdgenos ocasionam graves perdas em produtos
agricolas, principalmente quando estes sdo cultivados em locais distantes da area de consumo.
Durante o periodo denominado pos-colheita, os produtos que ndo sao manipulados adequadamente,
e/ou tratados com inibidores microbianos eficientes, podem perder a qualidade e ser considerados
improprios para a comercializa¢do. As doengas pos-colheita podem se iniciar no campo, durante a
ontogenia da fruta, ou surgirem depois da colheita, com a maturagao fisiologica. Apods a colheita, as
frutas passam por uma série de transformagdes endogenas resultantes do metabolismo que se reflete

em varias mudangas nas suas caracteristicas, tais como textura, cor, sabor e aroma, indicativas do
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processo de amadurecimento e posterior senescéncia. Durante esse periodo, as frutas geralmente
tornam-se mais suscetiveis aos patogenos, devido principalmente a0 aumento da predisposi¢do as
injurias mecanicas, o que as transformam em substratos adequados ao rapido desenvolvimento de
micro-organismos. As infecgdes pos-colheita podem ocorrer via epiderme, com a penetragao direta
do patdgeno através da cuticula intacta, ou através de aberturas naturais na superficie das frutas,
como as lenticelas. No entanto, muitas doencas sao iniciadas através de ferimentos ocorridos durante

ou apos a colheita (Silveira et al. 2005).

A intensidade de doengas pos-colheita ¢ diretamente proporcional ao periodo entre a colheita
e o consumo, sendo a ocorréncia influenciada pelas condi¢cdes ambientais prevalentes no periodo.
Embora as condigdes de estocagem afetem o desenvolvimento de doencgas pos-colheita, a intensidade
das perdas durante a estocagem também ¢ influenciada pelas condi¢cdes ambientais durante o
crescimento do vegetal, escolha do cultivar, local de producao, sanidade do material, nutricdo da
planta, praticas culturais e pela aplicagdo de produtos quimicos. Esses fatores podem influenciar
diretamente o desenvolvimento posterior da doenca, pela redugcdo da fonte de inoculo ou pela

inibicao da infecgao (Silveira ef al. 2005).

Os patogenos responsaveis por doengas no periodo pos-colheita causam muitos danos a
producao de maca. Mais de 90 espécies de fungos foram descritas por causar podriddes na maga
durante a estocagem. A importancia de cada patdogeno depende das condigdes climaticas e das
condi¢des de estocagem (Leinbinger et al. 1997). Os fungos sdo os principais causadores de doengas
pos-colheita em frutas, como consequéncia do amplo niimero de espécies envolvidas e da
diversidade e eficiéncia dos mecanismos de penetragdo nas mesmas (Silveira ef al. 2005). As macgas
sdo frequentemente estocadas por 6 a 10 meses depois da colheita e estdo sujeitas ao ataque de
numerosos patdgenos. Devido as técnicas de estocagem mais modernas, entre os anos 60 e 70, houve

uma diminui¢do de 15-25% nos danos pos-colheita no cultivo da mag¢a (Jones & Aldwinckle 1990).
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Atualmente, as perdas que produtores e/ou empacotadores de maga tém, por causa das podriddes em

pos-colheita, podem atingir até 35 a 40% da fruta frigorificada (Sanhueza 2009).

Dentre os fungos causadores de podridao no periodo pés-colheita da mag¢a, podem ser citados
Penicillium sp., Botrytis cinerea, Monilinia sp., Nectria sp., Gloesporium sp., Phialophora malorum,
Pezicula malicorticis, Mucor piriformis e Alternaria sp.. No entanto, varios outros fungos sao
encontrados durante o periodo de comercializagdo das frutas, principalmente quando sdo expostas a
altas temperaturas, por exemplo (Jones & Aldwinckle 1990; Kupferman 1986). A maioria dos fungos
que causa doenga em frutas no pds-colheita nao apresenta seletividade na escolha pelo hospedeiro,
sendo que as diferencas na susceptibilidade de frutas a esses organismos envolvem uma série de
defesas do hospedeiro, além da disponibilidade de indculo e do nicho ecoldgico especifico. Os
estagios durante os quais o fungo torna-se quiescente podem ser a germinagdo do esporo, o
alongamento do tubo germinativo, a formagdo de apressorio, a penetragdo e a colonizagdo. A
ocorréncia € a manutencdo do patdégeno em quiescéncia sobre o hospedeiro ou dentro dele indicam

um equilibrio dindmico entre hospedeiro, patdogeno e meio ambiente (Silveira ef al. 2005).

As doengas pos-colheita em magds sdo frequentemente dificeis de serem identificadas
somente por meio da observacdo dos sintomas. Muitos patdgenos ndao esporulam durante o
armazenamento em baixas temperaturas como 0-4°C e sob condi¢des de atmosfera controlada.
Assim, para se fazer a identificagcdo correta do patdgeno, ¢ necessario isola-lo através da remogao de
uma parte da pele da fruta, e também da polpa, se esta estiver com lesdo, e colocar em agar batata

dextrose para que o agente causal se desenvolva plenamente (Jones & Aldwinckle 1990).

A armazenagem das magas ¢ feita em camaras frigorificas, onde sdo depositadas em caixas de
madeiras (bins) sobrepostas, que comportam aproximadamente 3000 frutas. Quando alguma maga
estd contaminada com podriddo, a doenga se propaga rapidamente, contaminando as outras frutas ao
seu redor, sendo estimado que em 12 dias, 80% das mag¢ds da caixa sdo contaminadas,

comprometendo posteriormente todo o estoque (Bassanezi & Junior 2005).
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Os fungos responsaveis por causar danos no periodo pos-colheita da maca podem ser
divididos em dois principais grupos: aqueles que causam danos primariamente apos a colheita e
aqueles que também causam danos na fruta no campo. No ltimo grupo, a infec¢do ocorre no campo,
mas permanece quiescente ou ¢ adquirida no momento da colheita. Como forma de controle, ¢

importante proteger a fruta antes da colheita (Jones & Aldwinckle 1990).

A seguir serdo comentados os principais aspectos referentes aos fungos fitopatogénicos
Alternaria sp., Botrytis sp. € Penicillium sp., estudados neste trabalho, responsaveis por podridao no

periodo pds-colheita da maca.

2.3.1 Penicillium sp.

A podridao pos-colheita causada pelo fungo Penicillium spp. ¢ conhecida como “mofo azul”
e ¢ considerada a doenga mais importante nas magas no pds-colheita (Pianzolla ef al. 2004; Sanhueza
2009). As variedades Fuji e Gala, sob condi¢des favordveis a doenga, sdo semelhantemente afetadas
pelo fungo (Blum et al. 2007). Antes do uso da estocagem em condi¢des de atmosfera controlada e
do uso de fungicidas apds a colheita, as perdas chegavam a 90%, enquanto que atualmente, com
técnicas mais modernas de estocagem, as perdas sao menores que 1%. Contudo, esta doenca ainda ¢
a mais comum. Pelo menos onze espécies de Penicillium foram isoladas de magas infectadas

naturalmente por este fungo, como mostra o Quadro 1.

Dentro do género, a espécie P. expansum ¢ a mais comum € importante economicamente.
Todas as espécies produzem denso crescimento micelial de coloragdo esverdeada quando cultivado
em agar batata-dextrose, € os conidios sdo pequenos, esféricos ou elipticos (Figuras 5 e 6)

(Brackmann et al. 1996; Janisiewicz 1999; Jones & Aldwinckle 1990 ).
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Quadro 1. Espécies de Penicillium que causam podridao pds-colheita na maga.*

Ezpécies

Singnimo para

Especie

Cultura

Relatos de Doencas em
Pomares

FP. gurantiogriseum Dierckx

P. brevicompactum Dierchs
F. crustosum Thom
F.diversum Raper & Fennell
P. expansum Link
P.funicuiosum Thom
F. puberulum Bainier
P. ruguliosum Thom
F. spinuliosum Thom
F. verrucosum Dierchke

P. viridicatum Westling

P. gyclopium Westing
P. martensii Biourge
P. zolitum Westling

F. commune Thom

P.olivingwiride Biourge

Macd, pera
Macd
Macs
Macs

Macd, pera

Borecka, 1977
Heald & Ruehle, 1931
Koffmann & Penrose, 1987
Barkai-Golan, 1574
Prusky & Ben-Arie, 1985
Borecka, 1977
Heald & Ruehle, 1931
Combrink et af, 1985
Koffmann & Penrose, 1987
Barkai-Golan, 1574
Borecka, 1977

Heald & Ruehle, 1931

Heald & Ruehle, 1931

*Adaptado de Jones & Aldwinckle 1990.

Figura 5. Penicillium sp. em agar batata-dextrose (Arquivo pessoal 2009)
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Figura 6. Penicillium sp. visto ao microscopio 6ptico ( Arquivo pessoal 2009).

Penicillium spp. colonizam a epiderme da fruta e podem iniciar a infecgdo, se a mesma
apresentar ferimentos. Este fungo produz, em grande quantidade, longas correntes constituidas pelas
estruturas de frutificagdo chamadas conidios sobre a epiderme dos tecidos colonizados, mesmo a 0°C
e tanto na presenga de luz como no escuro. Os conidios sdo disseminados pelo ar em todas as
instalacdes das empacotadoras e cAmaras frias. Ainda, quando os frutos sdo suspensos em agua para
lavagem ou classifica¢do, estas estruturas do patdgeno os contaminam e infectam durante seu
processamento (Sanhueza 2009). A podriddo ¢ aquosa, mole e profunda, com margens internas e
externas bem definidas. A area de penetragdo do fungo se apresenta como uma mancha aquosa e
translticida, adquirindo tons de bege claro, tanto na epiderme quanto na polpa. Em condicdes de alta
umidade, desenvolvem-se, sobre a area afetada, pequenas massas brancas e azuis constituidas de
micélio e conidios do fungo (Figura 7). A podriddo ¢ de desenvolvimento répido e os tecidos
afetados podem ser destacados facilmente das frutas (Girardi et al. 2002). O forte odor associado a

podridao também ¢ uma das caracteristicas da doenca.
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P. expansum produz uma micotoxina, denominada patulina, que contamina produtos
derivados de frutas como maca, péra e uva (Paterson 2006). Além de P. expansum, outros fungos sao
capazes de produzi-la, como algumas espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Byssochlamys
(Welke et al. 2009). A patulina é encontrada principalmente em macads maduras utilizadas na
producdo de suco concentrado. Possui forte atividade antibidtica contra varias bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, inclusive Mycobacterium tuberculosis, além de possuir atividade
antifingica. Todavia, ndo pode ser usada para tratamento dos frutos devido aos seus efeitos toxicos.
Ensaios em animais demonstraram que a patulina tem grande espectro de toxicidade, incluindo

mutagenicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade (Padua & Junior 2005).

Figura 7: “Mofo-azul” causado por Penicillium expansum (Janisiewicz 1999).

Penicillium sp. pode ser isolado do solo dos pomares, mas a doenga ¢ rara no campo, exceto
nos casos em que a fruta tenha caido no chdo. A maioria das infec¢des ocorre quando conidios
presentes no ar penetram nos ferimentos durante a colheita e manuseio da fruta. Estes conidios
podem ter como origem caixas de armazenamento e bins durante a colheita. Contudo, muitas
infeccdes podem surgir durante a estocagem através de esporos presentes em aguas, como nas
solucdes pos-colheita e na agua utilizada durante a classificacdo das frutas (Jones & Aldwinckle

1990).
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O controle de P. expansum e de outras espécies de Penicillium ¢ desejavel para diminuir a
perda da fruta causada pela podriddao. O controle também minimiza os riscos de contaminagdo dos

sucos e derivados de macas pela patulina (Sanhueza 2009).

Para o controle do “mofo azul”, a sanitizagdo e métodos para minimizar ferimentos na
colheita e no manuseio das frutas sdo essenciais. Bins e embalagens contaminadas podem ser
desinfetadas ap6s o uso. Frutas danificadas devem ser removidas das caixas de armazenamento
diariamente para reduzir fontes de conidios (Jones & Aldwinckle 1990). A falta de cuidado na
eliminacao rapida de refugo, o uso de embalagens sujas com terra ou restos de frutas e a substituicao
pouco frequente da agua de lavagem sdo fatores que contribuem, decisivamente, para aumentar o
numero de estruturas dos patdégenos causadores das podriddes. Os métodos de controle da podridao
por Penicillium sao bem conhecidos no Brasil e incluem medidas que asseguram a diminui¢dao da
suscetibilidade da fruta as infecgdes, tais como a utilizagdo de fungicidas em pré e pos-colheita; a
colheita no ponto adequado para cada cultivar; armazenagem da fruta sob condi¢des de atmosfera
controlada e a diminui¢dao da populacao do agente causal (Sanhueza 2009). Como forma alternativa
de controle, o emprego de agentes biologicos tém sido estudado por muitos cientistas no mundo

inteiro (Janisiewicz 1999).

2.3.2 Botrytis cinerea

Botrytis cinerea ¢ um fitopatdgeno que ataca mais de 200 espécies diferentes de plantas
(Govrin & Levine 2000, Zheng et al. 2000). Pode penetrar diretamente nos tecidos vegetais
saudaveis através de ferimentos (Zheng et al. 2000). Conhecida como “mofo cinza” a doenca
causada pelo patogeno Botrytis cinerea € a segunda doenca pos-colheita mais importante em macgas
estocadas, podendo ser encontrada em todas as partes do mundo. A doenca se desenvolve
rapidamente em temperaturas baixas, podendo causar grandes perdas devido a sua habilidade de

disseminagdo, infectando frutas sadias durante a estocagem.
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Em agar batata dextrose, as coldnias de B. cinerea sdo primeiramente brancas, tornando-se
cinzas com o passar do tempo (Figura 8). Os conidios sdo hialinos, redondos ou ovais (Figura 9). O
fungo também produz esclerdcitos de coloragdo preta quando cultivados em cultura. Os esclerdcitos
ndo sdo encontrados em frutas danificadas na estocagem, mas podem ser formados em frutas caidas
no chdo do pomar. Os isolados de B. cinerea provenientes dos pomares sdo altamente variaveis,
sendo que alguns formam conidios em cultura, e outros produzem somente esclerocitos ou
esclerdcitos com alguns conidios. Ha uma segunda espécie do género, B. mali, que € responsavel por
causar podriddo em magas, mas ha poucas informacgdes sobre ela. Sabe-se que apresenta muitos
esclerocitos pequenos, conididforos ramificados e conidios menos redondos que aqueles

apresentados por B. cinerea (Jones & Aldwinckle 1990).

Figura 8. Colonia de Botrytis cinerea em agar batata dextrose (Arquivo pessoal 2009).
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Figura 9. Conidioforo de Botrytis cinerea (Arquivo pessoal 2009).

As lesdes causadas por B. cinerea nas magas apresentam primeiramente uma cor palida, sem
margens definidas. Com o passar do tempo, o centro das lesdes torna-se marrom escuro, € as bordas
permanecem com uma coloragdo mais clara. Em frutas ndo maduras, a lesdao ¢ solida e ndo ¢
separada facilmente do resto dos tecidos (Figura 10). Em estagios mais avancados, ha um odor
caracteristico da podriddo. Sob alta umidade, um micélio de coloragdo branco a cinza se desenvolve
nas areas superficiais da fruta. Em baixas temperaturas, ¢ dificil ocorrer esporulagdo e, quando

ocorre, o micélio torna-se acinzentado (Jones & Aldwinckle 1990).
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Figura 10. Lesao inicial na maga, causada por Botrytis cinerea (Jones & Aldwinckle 1990).

B. cinerea ¢ o Unico patdogeno que pode iniciar a infecgdo em pods-colheita, cuja penetragao
ocorre diretamente pela epiderme das frutas. Contudo, o inicio da podridao ¢ facilitado pela
ocorréncia de lesdes ou ferimentos. Assim, uma fruta sadia pode ser infectada ou pelo contato com
outra doente, apds um processo de maceracdo da epiderme da fruta sadia, causado pelo fungo. Essa
situacdo conduz a formacdo de ‘“ninhos” de podriddo, ou seja, grupos de frutas afetadas,
freqiientemente unidas pelo micélio cinzento de Botrytis. A podridao causada por B. cinerea ¢
raramente vista no campo, embora este patdgeno seja um saprofito comum na matéria organica

presente no chdo dos pomares (Girardi ef al. 2002; Jones & Aldwinckle 1990).

2.3.3 Podridao causada por Alternaria sp.

A podriddo causada por Alternaria sp. esta presente em muitas areas do mundo, nas quais a
maga ¢ cultivada. Contudo, raramente causa prejuizos importantes, embora, nos ultimos anos tenha
sido observado um aumento da incidéncia da doenca associado com o uso de fungicidas
benzimidazoélicos, no controle do “mofo azul” e do “mofo cinza”, no periodo pds-colheita (Jones &

Aldwinckle 1990).

36



A lesdo causada por Alternaria ¢ mais ou menos seca, circular, firme, levemente deprimida e
geralmente profunda. Na epiderme, apresenta cor marrom escura ou preta e, em condicdes de alta
umidade, pode ser observado o crescimento de micélio verde-acinzentado. Internamente, a podridao
¢, no inicio, marrom e, mais tarde, na area central, podem ser observadas areas pretas e cinzentas,
levemente desidratadas e firmes. As margens entre tecido sadio e doente sdo bem definidas (Girardi

et al. 2002), como pode ser observado na Figura 11.

Nos pomares, o fungo pode ser encontrado normalmente na superficie das plantas,
especialmente em folhas, flores e frutas. A penetracdo nas frutas e nas areas lesionadas ¢ associada a
escaldadura e a ferimentos causados por insetos. A infec¢do ocorre, em geral, ainda no campo, antes
da armazenagem refrigerada das frutas (Girardi ef al. 2002). Em meio de cultura, Alternaria spp.
produz micélio escuro e os seus conidioforos sdo ramificados, individuais ou em grupos, as vezes
septados, com um ou varios conidios. Os conidios formados sao longos, frequentemente dispostos

em cadeia, de coloracao ouro, ovais ou elipsoidais (Figura 12) (Jones & Aldwinckle 1990).

O género Alternaria inclui espécies patogénicas e nao patogé€nicas e a espécie relacionada ¢
A. alternata (Jones & Aldwinckle 1990). Existem diferentes formas (f. sp.) de 4. alternata, cada uma

produzindo toxinas especificas para a patogénese em diferentes hospedeiros.
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Figura 11. Lesdes causadas por Alternaria sp., em magas (Jones & Aldwinckle 1990).

Figura 12. Conidios de Alternaria sp. (Arquivo pessoal 2009).

A podriddo causada por Alternaria ndo ¢ adequadamente controlada pelos fungicidas
disponiveis (Jones & Aldwinckle 1990), porem diversas medidas podem ser utilizadas para o
controle da doenca, como: i) evitar ferimentos nas frutas durante a colheita e o armazenamento; i7)
desinfetar as caixas de armazenamento com cloro ou vapor antes de serem preenchidas com frutas;
iii) monitorar as condi¢cdes de temperatura e atmosfera de armazenamento, bem como outras
condicdes para manter as frutas em boas condi¢des; iv) transferir as frutas do pomar para a cAmara
fria, o mais rapido possivel; tratar a 4gua dos tanques, onde as frutas sdo banhadas, com cloro para

reduzir o nimero de propagulos de micro-organismos.
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2.4 Controle Biologico

A introducdo de bactérias benéficas visando aumentar a produtividade das culturas ¢ uma
atividade praticada, empiricamente, hd séculos. Intuitivamente, agricultores percebiam que adicionar
ao solo comum, solo onde leguminosas haviam sido cultivadas, aumentava a produtividade do
primeiro. Pesquisas foram sendo realizadas em torno dessa idéia e, em 1896, ja era registrada a
primeira patente nos EUA sobre o uso de Rhizobium sp. para inoculacdo de sementes. A partir da
década de 1940, por todo o mundo, uma grande énfase foi dada ao uso de fungos como agentes de
biocontrole e também de virus atenuados para imunizacdo de plantas contra estirpes virulentas,
passando por estudos com solos supressivos € micorrizas, numa evolucdo rapida, ainda que por
etapas. O uso de organismos procariotos para o biocontrole de enfermidades de plantas parece ter se
iniciado ha apenas algumas décadas. Yin et al. (1957; 1965), selecionaram uma cultura de
Streptomyces sp. de uma colecao de 4.000 actinomicetes isolados de raizes de algodao e alfafa com
forte atividade antagonica in vitro contra Verticillium albo-atrum e Rhizoctonia solani (Romeiro

2007).

Doencas de plantas precisam ser controladas para manter a qualidade e a quantidade de
produtos alimentares. H4 diferentes formas de abordagem para prevenir, suavizar e controlar estas
doengas; as mais utilizadas sdo os fertilizantes e os pesticidas (Pal & Gardener 2006). Porém, o uso
de pesticidas inclui alguns problemas associados como falhas no controle de patdégenos (populagdes
resistentes de patdgenos), contaminagdo ambiental, atingindo as dguas superficiais e subterraneas e
danos a satide humana. Esses e outros motivos, como a pressao da sociedade por produtos livres de
agroquimicos tém exigido dos pesquisadores e da industria maior empenho em programas de

controle biologico (Melo & Azevedo 1998).

No campo, a produtividade das frutas esta relacionada a aplicagdo de fungicidas, o que pode
incrementar o nivel de contaminantes quimicos indesejaveis no produto final, somando-se o efeito

deletério ja proporcionado pelas toxinas fungicas naturais. Os métodos de controle bioldgico
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constituem alternativas viaveis em relacdo ao quimico tradicional, principalmente por ndo deixarem

residuos toxicos nas frutas tratadas (Coelho et al. 2003).

O controle bioldgico, também conhecido como biocontrole, tem sido utilizado em diferentes
campos da biologia, principalmente na entomologia e na patologia de plantas. Na fitopatologia, sao
empregados antagonistas microbianos para suprimir doengas, bem como para controlar a populagao
de patogenos de um hospedeiro especifico. Assim, o organismo utilizado para o biocontrole €
chamado de agente de controle bioldgico (ACB). Portanto, controle bioldgico ¢ a introducao massal
de ACBs capazes de reduzir a populagdo de um ou mais patdgenos ou as suas atividades. ACBs
também podem ser incluidos na combinacdo de atividades de um solo nativo e plantas associadas

com organismos que contribuem para o controle biologico (Pal & Gardener 2006).

O controle bioldgico de doengas pds-colheita tem mostrado bons resultados, podendo ser
realizado durante o ciclo da cultura ou apds a colheita. O controle feito ainda no campo tem por
objetivo evitar a penetracao de patdogenos nos tecidos € o seu posterior desenvolvimento no periodo
de armazenamento. J& o controle apds a colheita tem como objetivo evitar que os patdogenos latentes
causem podriddes e impedir novas infeccoes. Em condi¢des de pds-colheita, € possivel realizar o
controle por ser economicamente viavel, haver limitacao de superficie de aplicagdo dos antagonistas

e capacidade de controlar as condi¢des ambientais (Senhor ef al. 2009).

Os principios do controle biolégico baseiam-se em agdes antagonistas entre os micro-
organismos, e muitos deles inibem fitopatdgenos por competi¢do por nutrientes, parasitismo direto e
pela producdo de metabdlitos (Junior et al. 2000). O Quadro 2 exemplifica os diferentes tipos de
antagonismos entre organismos, com seus respectivos mecanismos e alguns exemplos de cada

interacgao.
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Quadro 2. Tipos de antagonismos entre espécies importantes para o controle biologico de patdgenos

de plantas. *

Tipo Mecanismo Exemplos

Antazonismo direto Hiperparasitizmo/ predacio Liticasf Micoviroses M3o-Iticas
Ampelomyoes guisgualis
lysobacter enzymogenes

Pasteurig penetrans
Trichoderma virens
Outros tipos de antagonismo Antibiocticos 2 4-diacetylphloroglucingl
Fenazinas
Lipopeptideos cidicos
Enzimas liticas Quitinases
Glucanases
Proteases
Produtos do metabolismo Amaniz
Digxido de carbono
Hidrogénio cianidro
Antagonismo indireto Competicdo Exsudatos
Sideroforos
Competic3o por espaco
Inducdo da resisténciado Contato com 3 parede celular fungica
hospedein Inducdo mediada por fitochormonios

* Adaptado de Pal & Gardener, 2006.

O antagonismo direto resulta do contato fisico do patdgeno com o antagonista. O parasitismo
parece ser o mecanismo mais eficiente de antagonismo, pois os hiperparasitas estdo sujeitos as
mesmas variacoes ambientais que organismo parasitado. Dentre os fungos filamentosos,
Trichoderma ¢é reconhecidamente o hiperparasita mais importante € um dos mais estudados (Junior et
al. 2000; Pal & Gardener 2006). Em contraste, o antagonismo indireto ndo depende do contato direto
entre o patdogeno e o antagonista, mas sim de atividades desenvolvidas pelo antagonista antes de
ocorrer o parasitismo. Estimulacdo de defesa natural do hospedeiro por agentes de controle bioldgico

¢ a forma mais indireta de antagonismo (Pal & Gardener 2006).

Muitos micro-organismos produzem e secretam um ou mais compostos com atividade
antibiotica e, algumas vezes, estas substancias sdo particularmente efetivas para suprimir patdgenos
de plantas e as doengas que eles causam. Em todos os casos, estes antibidticos podem ser efetivos na

supressdo do crescimento do patdgeno tanto in vitro quanto in vivo, ¢ devem ser produzidos em
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quantidades suficientes para resultar em um controle bioldgico eficaz. Como exemplo de bactéria
biocontroladora, Bacillus cereus linhagem UWS8 ¢ uma espécie produtora de antibioticos (Quadro 3)

(Pal & Gardener 20006).
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Quadro 3. Antibitticos produzidos por agentes de controle bioldgico.*

Antibiético Origem Patogeno alvo Doenca Referéncias
2,4- diacetil- Pseudomonas
] Pythium spp. Tombamento Shanahan et al. 1992
floroglucinol fluorescens F113
Agrobacterium Agrobacterium Coroa de
Agrocin 84 Kerr 1980
radiobacter tumefaciens galha
o Bacillus subtilis AU Contaminagdo
Bacilomicina D Aspergillus flavus } Moyne et al. 2001
195 por aflatoxina
B.
Bacilomicina, . Fusarium )
o amyloliquefaciens Murcha Koumoutsi et al. 2004
fengicina OXySporum
FZB42
) Lysobacter sp., SB- Aphanomyces
Xantobacina A Tombamento Islam et al. 2005
K88 cochlioides
) ) Podridao da o
Gliotoxina Trichoderma virens  Rhizoctonia solani ) Wilhite et al. 2001
raiz
) Paulitz & Belanger 2001;
Iturina A B. subtilis OST713 Botrytis cinerea Tombamento
Kloepper et al. 2004
] o Pythium
Micosubtilisina  B. subtilis BBG100 Tombamento Leclere et al. 2005
aphanidermatum
Pioluteorina, Pythium ultimum e Howell & Stipanovic
P fluorescens Pf-5 Tombamento
plrrolnltrlna RSOZanl 1980
Zwitermicina Bacillus cereus Phytophtora Tombamento Smith et al. 1993
A medicaginis €

Pythium

aphanidermatum

* Adaptado de Pal & Gardener, 2006

43



Diversos micro-organismos secretam e excretam metabolitos que podem interferir com o
crescimento dos patdgenos e suas atividades. Muitos produzem e liberam enzimas liticas que podem
hidrolisar uma variedade de compostos poliméricos, incluindo quitina, proteinas, celulose e DNA. A
secrecdo destas enzimas pode suprimir os patogenos de plantas. Como exemplo, o controle do fungo
Sclerotium rolfsii por Serratia marcescens ¢ mediado pela expressdo de quitinases (Pal & Gardener

2006).

Outro mecanismo de controle biologico se d& através da competi¢do por nutrientes,

resultando na diminui¢do da incidéncia e severidade de doencgas de plantas (Pal & Gardener 2006).

As plantas sdo cercadas por diversos tipos de micro-organismos, alguns dos quais podem
contribuir para o controle bioldgico das suas doencas. Devido a facilidade de cultivo, muitas
pesquisas estdo sendo realizadas com varios géneros bacterianos, como por exemplo Bacillus,
Burkholderia, Lysobacter, Pantoea, Pseudomonas e Streptomyces e com fungos, Ampelomyces,

Coniothyrium, Dactylella, Gliocladium, Paecilomyces e Trichoderma (Pal & Gardener 2006).

Embora um niimero relativamente expressivo de importantes doencas possa ser controlado
biologicamente, em termos praticos, poucas doencas t€m sido controladas, dadas as limitacdes
impostas aos produtos bioldgicos, tais como sensibilidade aos fatores ambientais, extrema
especificidade, problemas de formulacdo, tempo de aplicagdo, persisténcia do efeito, etc. Por sua
vez, no tocante a comercializacdo de agentes de biocontrole, ha um numero de fatores criticos que
contribuem para o modesto desenvolvimento e o insucesso de formulagdes bioldgicas, como
confiabilidade dos agricultores, relacdo custo-beneficio, registro do produto por orgdos

governamentais, etc (Melo & Azevedo 1998).
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2.4.1 Controle biologico com Bacillus spp.
2.4.1.1 Caracteristicas do género Bacillus.

O género Bacillus compreende um grupo heterogéneo de bactérias quimiorganotréficas. Sao
Eubactérias Bacillaceae, geralmente Gram-positivas, formadoras de endoesporos, aerdbias ou
anaerdbias facultativas. Uma das suas principais caracteristicas ¢ a capacidade para produzir
endoesporos resistentes ao calor. Estas bactérias podem secretar substancias comercialmente
importantes como enzimas amiloliticas e proteoliticas, e antibioticos, muitos dos quais com

atividades antifungicas (Melo & Azevedo 1998).

Algumas espécies de Bacillus resistem a varios tipos de estresse, principalmente aqueles que
ocorrem no solo, habitat comum deste género, formando endoesporos. Os esporos sdo protegidos
por uma membrana resistente, tém reduzido conteido de 4gua e nenhuma atividade metabolica,
sendo estes fatores essenciais para a sobrevivéncia das células. Contudo, os esporos inertes podem
retornar ao crescimento sempre que as condigdes abidticas voltarem ao normal. Na presenga de
nutrientes, o processo de germinacdo ¢ iniciado e, dentro de poucos minutos, 0s esporos retornam ao
estado vegetativo. Endoesporos podem ser visualizados por microscopia eletronica, revelando que

eles sdo constituidos por diversas camadas concéntricas (Figura 13).
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Exosporium

C

Figura 13. Esporo de Bacillus spp. (Driks, 2004).

No interior do esporo, denominado de core, estdo os cromossomos com proteinas acido-
soluveis ¢ DNA. Uma membrana lipidica e uma espessa camada de peptidoglicanos envolvem o
core. A maior porgdo, o cortex, ndo contém peptidoglicanos e sua fungdo ¢ manter a atividade do
core relativamente baixa, sendo essencial para a resisténcia do esporo. Ao redor do cortex, ha uma
estrutura em varias camadas denominada de coat, responsavel pela resisténcia do esporo e pela sua
germinagdo, possuindo fungdes enzimaticas que permitem a interagdo dos micro-organismos com o
meio ambiente. Um numero de espécies, incluindo B. anthracis e B. thuringiensis, possuem também
uma camada adicional denominada de exoesporo, ausente em B. subtilis. Sua funcdo ¢ desconhecida

(Driks 2004).
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2.4.1.2 Antibiéticos produzidos por Bacillus spp.

Os antibioticos sdo metabolitos secundérios que se acumulam no meio de cultura no fim da
fase de crescimento exponencial dos micro-organismos. Muitos destes produtos ndo sdo essenciais
para o desenvolvimento daqueles que os produzem, no entanto, sdo favorecidos em relacdo aos nao
produtores. Em baixas concentracdes, essas moléculas afetam o crescimento e as atividades
metabolicas dos organismos alvo (Raaijmakers et al. 2002). Muitas delas tem atividade antibiotica e

tém sido utilizados com fins terapéuticos no tratamento de doencgas infecciosas (Melo 2005).

A maioria dos antibioticos produzidos por espécies de Bacillus sao polipeptidios de baixo
peso molecular, sintetizados no ribossomo ou por outros mecanismos. Dentre os sintetizados pelo
ribossomo podem ser citados: gramicidina, tirocidina, bacitracina, micobacilina e subtilisina
(Mannanov & Sattarova 2001). Os outros antibioticos sao oligopeptideos que contém uma cadeia de
acido graxo, que exibe alta atividade antibacteriana e antifingica, representado por surfactina, iturina

e fengicina (Tamehiro ef al. 2002).

Peptideos produzidos no ribossomo sao sintetizados durante a fase de crescimento e os ndo
ribossdmicos ao seu final. A funcdo destes antibidticos para os micro-organismos ainda ndo esta
totalmente esclarecida; no entanto, a teoria mais aceita relata que os antibidticos t€ém como

responsabilidade a competi¢do com outros micro-organismos durante a germinagao do esporo.

Segundo Tamehiro ef al. (2002), B. subtilis, isolado 168 ¢ um dos mais estudados do género,
sendo responsavel por produzir trés antibidticos ribossdmicos — TasA, subtilisina e sublancina, e
dois antibidticos ndo ribossdmicos — surfactina e bacilisina, que contém uma longa cadeia
hidrofobica. Os mesmos autores isolaram e identificaram também um novo antibidtico produzido por

esse isolado de Bacillus, denominado bacilisocina, o qual contém uma estrutura fosfolipidica.
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Outros autores como LI Qi-qin et al. (2006), relataram que B. subtilis B11 produz duas
substancias antimicrobianas termoestaveis, indicando que exibem alta rigidez, tém estruturas ciclicas

e/ou hidrofobicas e geralmente sdo resistentes a hidrolise por peptidases e proteases.

Em relacdo ao controle biolodgico Silo-Suh et al. (1994), identificaram dois antibioticos
fungistaticos produzidos por B. cereus UWS8S5, agente utilizado no controle bioldgico de doencas
causadas por Phytophyhora medicaginis, na alfata. O primeiro, denominado zwittermicina A,
representa uma nova classe de antibioticos produzidos por Bacillus spp., € inibe o alongamento do
tubo germinativo dos fungos filamentosos. A segunda substancia, denominada de antibiotico B, inibe

fracamente o alongamento do tubo germinativo.

Leifert e colaboradores (1995) demonstraram que os antibidticos produzidos por B. subtilis
CL27 e B. pumilus CLA5 sdo tao eficazes quanto um fungicida comercial no controle das murchas

causadas por B. cinerea.

Munimbazi & Bullerman (1997) isolaram um metabolito antifiungico e termoestavel de B.
pumilus que inibiu o crescimento micelial de varias espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium,

inibindo também a producdo de aflatoxinas, ochratoxina A e patulina.

Bacillus spp. também produzem lantibidticos, que sdo peptideos antibacterianos que exibem
caracteristicas estruturais Unicas (Mannanov & Sattarova 2001), isto €, contém o aminodcido
lantionina e/ou metil-lantionina (Figura 14). Os lantibidticos possuem alta atividade antimicrobiana
contra varias bactérias Gram-positivas como Propionibacterium acnes, estatilococos, estreptococos e

clostridios.

Bottone & Peluso (2003) isolaram um composto antifingico produzido por B. pumilus que

inibiu a germinagdo dos esporos € o elongamento das hifas de Mucor e Aspergillus.

Kavitha et al. (2005), relataram que um fendmeno incomum na supressdo de doengas

fungicas ¢ a producdo de proteinas antifiingicas (PAF) por Bacillus spp., que em geral sdo
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polipeptideos, como, por exemplo, a fungicina M-4, um composto de 34 residuos de aminoacidos de
sete tipos, produzido por B. licheniformis. Os mesmos autores, também isolaram e caracterizaram
parcialmente uma proteina antifingica termoestavel produzida por B. polymyxa VLB16, responsavel
por inibir o crescimento de Pyricularia grisea e Rhizoctonia solani, agentes causais de doengas no

arroz.

mesc-lanthionine 3-methylianthionine

Figura 14. Estrutura dos lantibi6ticos (Stein 2005).

2.4.1.3 Bacillus utilizados no controle biologico

Vérios micro-organismos tém sido relatados como potenciais agentes de biocontrole contra
uma variedade de fungos fitopatogénicos. Entre eles estdo as bactérias do género Pseudomonas,
Streptomyces e Bacillus (Feio et al. 2004). Bacillus spp. produzem uma série de antibidticos e
possuem habilidade para formar esporos, além de produzirem vdrias substancias antimicrobianas
(Edwards & Seddon 2001). Sdo capazes de produzir mais de setenta diferentes antibioticos, e
B.subtilis ¢ um dos maiores produtores destas substdncias no género. Muitos autores t€ém sugerido
que o uso de antimicrobianos produzidos pelo género Bacillus, pode ser uma alternativa ou um

método suplementar ao tratamento quimico (Foldes ef al. 2000).

Estas bactérias podem antagonizar fungos patogénicos por competi¢ao por nicho e nutrientes,
producdo de compostos fungitoxicos de baixo peso molecular e por enzimas liticas extracelulares, e

indiretamente, pelo estimulo da capacidade de defesa pelo hospedeiro da planta (Leclere et al. 2005).

Bacillus subtilis ¢ um agente de controle bioldgico reconhecidamente eficaz contra fungos

fitopatogénicos (Batista Junior ef al. 2002; Utkhede & Sholberg 1986; Singh & Deverall 1984; Pusey
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& Wilson 1984; Pettit et al. 1968). Utkhede & Sholberg (1986) relataram que 24 isolados de
Bacillus subtilis do solo exibiram atividade antagonistica diferenciada contra P. expansum e B.
cinerea, ¢ 21 isolados contra Mucor piriformis, e a eficacia do controle biolégico dependeu do

isolado e da temperatura de estocagem da maca.

Espécies de Bacillus tém sido usadas para controle de diversas doengas de folhas e do periodo
pos-colheita. Competi¢do, antibiose, indugdo de resisténcia sistémica (ISR) e hiperparasitismo,
provavelmente estdo envolvidos no controle de doencas por Bacillus. Certamente as células
vegetativas estariam mais envolvidas que os endoesporos em iniciar estes mecanismos, porém parte

dos endoesporos pode germinar e ser ativa nestes mecanismos (Collins & Jacobsen 2003).

De acordo com Coelho et al. (2003), no Brasil, Tavares (1996) obteve uma reducao de
Penicillium expansum em até 80%, utilizando B. subtillis e B. thuringiensis, sendo o resultado obtido
superior ao controle quimico. As perspectivas também indicaram resultado satisfatério no controle

simultaneo de diversos patdogenos, aplicando metabdlitos de Bacillus spp.

Para as biofébricas, a capacidade de formar endoesporos por isolados de Bacillus spp. facilita
a estocagem de produtos bioldgicos em longo prazo e facilita, relativamente, a sua comercializacao
como agente de controle bioldgico. Dessa forma o sucesso numa formulagdo de Bacillus spp. para

uso em doengas de plantas ¢ facil de ser alcangado.

O Quadro 4 apresenta algumas formulacdes de produtos contendo Bacillus spp. para

utilizacao em doencas de plantas existentes no EUA.
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Quadro 4. Produtos para o biocontrole a base de Bacillus spp..

Nome do Produtor Especie de Bacillus Tipo da Alve principal
Produto formulagio
Serenade AgraCQuest, Davis, CA B subrilizs QST 713 Po molhivel, Fungese

suzpensio aquosa  bactérias em
frutaz e vegetais

EcoGuard Novozymes, Salem, VA Blicheniformis Solugio aguosa Sclerotinia
SB3036 homosocarpa
Fungos no
kodiak Gustafzon, Plano, TX B subiilis GBO3 Po molhawel algodio,
ementes
grandes de
legumes, soja
Yield Shield  Gustafzon B pumilus GBXM Po molhavel Fungos na =oja
Bio Tield Gustafson B.amyloligusfaciens Granulos secos Fungos em
GB%9 + B.subfilis plantas de
GB122 canteiros
Subtilex Beker Underwood, B.subiilis MB1G00 Po molhavel Funges no
Ames 14 algedio,
sementes
grandes de
legumes, =0ja
Hi StickL Belker Underwood B subtiliz MB1600 Solugdo aguosa Fongos na soja,
+ Subtilex +thizobium amendoim

* Adaptado de Paul & Gardener, 2006.

2.5. Analise protéica dos isolados de Bacillus spp. por SDS-PAGE

A evidencia¢do de proteinas e acidos nucléicos pela eletroforese ¢ precisa e valiosa para
estudos taxonomicos, filogenéticos, fisiologicos e genéticos em plantas, animais, micro-organismos €
particulas virais. Focalizando definidas enzimas, proteinas ou 4cidos nucléicos, seu emprego tem se
destacado, por exemplo, na identificagdo de certos grupos de fungos, bactérias e nematoides

(Alfenas, 1998).

A eletroforese com SDS (dodecil sulfato de s6dio) em gel de poliacrilamida ¢ utilizado na
separacdo de cadeias polipeptidicas e visa a determinacdo da massa molecular de proteinas. A

proteina ¢ desnaturada por aquecimento a 100°C, na presenca de B-mercaptoetanol, que reduz as
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ligagdes dissulfidricas (S-S) por ruptura e do detergente SDS. Esse sistema consiste de géis
formados por fases de diferentes porosidades e valores de pH, além de utilizar Tris-HCI como
solucdo tampao do gel. As amostras protéicas sdo aplicadas nas cavidades do gel empilhador e as

moléculas migram da parte mais porosa (gel empilhador) para a menos porosa (gel separador)

(Figura 15) (Alfenas, 1998).

i
Jetapa | d4etapa
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Tris-glicina. 5]
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=
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(Tris-HCI, pH 6,8)

migragio

Bandas de
proteinas

Gel separador ~| i
(Tris-HC, pH 8,9)

Tampdo Tris-glicina
(Tris-HCI, pH 8,9)

Figura 15. Sistema descontinuo de eletroforese (Alfenas 1998).

ApoOs a separagdo das proteinas, o gel pode ser colorido para a visualizagdao das bandas.
Comassie blue ¢ considerado padrdo nas coloragdes, pois detecta a maior parte das proteinas.

Coloragdao com prata ¢ mais sensivel, mas detecta pouca quantidade de bandas (Walker & Rapley

2008).

2.5.1 Dosagem de proteinas totais

Muitos métodos espectrofotométricos, ao longo dos anos, tém sido propostos para a
determinagdo de proteinas totais, mas ndo existe uma metodologia considerada de uso universal para

todos os meios. Os métodos geralmente mais utilizados sdo o do biureto, de Lowry, do “Coomassie
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brilliant blue” BG-250 ou reagente de Bradford, do BCA ou reagente de Smith, e de absor¢do de

proteinas no ultravioleta (Zaia et al. 1998).

O método descrito por Bradford (1976) para a determinagdo de proteinas totais ¢ um método
rapido e sensivel, quando comparado aos outros métodos existentes. Este método ¢ baseado na
interacao entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou aromaticas. No pH da reagdo, a interagdo entre a proteina de alto peso molecular e
o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que

absorve fortemente em 595 nm ( Zaia et al. 1998).

2.6 Impacto do controle biologico com espécies de Bacillus, sobre o ambiente e os organismos

nao-alvo

O controle de doencas pos-colheita de frutas ainda baseia-se no uso de fungicidas sintéticos.
Entretanto, a aplicag¢do indiscriminada de fungicidas sintéticos vem sendo desencorajada por afetar a
saude humana e o ecossistema, aliado ao aumento da resisténcia antimicrobiana, com surgimento de
cepas fungicas resistentes. Os métodos fisicos e biologicos constituem alternativas viaveis e
desejaveis, que vém ocupando o espago dominado atualmente pelo produto quimico tradicional,
principalmente em fun¢do de ndo deixarem residuos toxicos nas frutas tratadas. O controle biologico
através de metabolitos bacterianos demonstra perspectivas promissoras para restringir o uso de

agrotoxicos quimicos (Coelho et al. 2003).

Muitas pesquisas tém sido realizadas com agentes de controle bioldgico e, consequentemente,
ha uma crescente preocupacdo com a seguranca do ambiente e da saude humana, levando a
mudangas substanciais na regulamentacdo (Gardener & Fravel 2002). A introdugdo de agentes de
controle bioldgico para a supressdao de organismos sera segura se envolver acdes de pesquisa para
adequar uma avaliagdo técnica de risco, exploragdo, quarentena e efeitos sobre organismos nao-alvo,

minimizando possiveis efeitos adversos ao ambiente e a satde humana (Embrapa Meio Ambiente
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2009). Sob o ponto de vista de seguranga do alimento, um aspecto relevante a ser considerado ¢ o da
patogenicidade ao homem, isto ¢, determinados Bacillus spp. € Pseudomonas spp., podem ser
agentes de toxinfeccdo alimentar, ndo se podendo descartar as consequéncias da aplicagdo direta em

plantas destinadas ao consumo humano (Coelho ef al. 2003).

Na utilizagdo dos produtos a base de micro-organismos para evitar danos em plantas contra
fitopatogenos devem ser considerados ndo somente a sua eficadcia, mas também a saude dos
consumidores e a preservacdo do meio ambiente, nos quais prevalecem contra quaisquer outros
aspectos produtivos ou econdmicos. Para registro sdo necessarios testes de biosseguranca ou
ambientais. E possivel a ocorréncia de efeitos adversos como alergenicidade, toxicidade (producio
de metabodlitos secundarios toxicos para plantas, animais, ou humanos) e patogenicidade (plantas e

animais) (Montesinos 2003).

O desenvolvimento de um pesticida microbiano requer varios passos, nos quais incluem o
isolamento do agente de controle bioldgico em cultura, varios testes de laboratorios in vitro, in vivo e
em condigdes reais de aplicagdo, como no campo, ou no periodo pos-colheita, além da identificagdo
completa do micro-organismo utilizado (Montesinos 2003). A Figura 16 resume os passos desde a

descoberta do agente de controle biologico até o desenvolvimento do produto.
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Figura 16. Desenvolvimento de um produto de controle biologico

(Adaptado de Montesinos, 2003).
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A biosseguranga dos micro-organismos utilizados ¢ extremamente importante para evitar
efeitos adversos em outros organismos, tanto em animais, em plantas e no meio ambiente. Estudos
toxicoldgicos em mamiferos sao necessarios para garantir a saide dos consumidores e trabalhadores,
especialmente em produtos que sdo oriundos de metabdlitos secundarios produzidos pelos micro-
organismos. Quando a identificacdo do agente de controle bioldgico esta suficientemente
documentada, e ndo havendo historico clinico de riscos, ndo ha necessidade de serem realizados
estudos toxicoldgicos. A maioria dos estudos toxicologicos € realizada em ratos, como o objetivo de
determinar a dose letal média (LDso) e a dose letal maxima. Outros testes sdo realizados para testar a
seguranca de manipulagdo do produto, como verificar irritagdes dermatoldgicas, nos olhos e
inalagdo. No caso de produg¢do de metabodlitos secundarios por parte dos agentes de controle
biologico, testes adicionais sdo feitos para averiguar a toxicidade destes (Montesinos 2003). De
maneira geral, os agentes de controle bioldgico sdo tidos como mais seguros que os produtos
quimicos convencionais. Entretanto, eles ndo sdo completamente indcuos. No caso especifico de
agentes microbianos, impactos adversos sobre organismos ndo visados, alergias e infecgdes em

individuos imunodeficientes estdo entre os principais riscos potenciais (Oliveira-Filho ef al. 2004).

A necessidade de avaliacdo dos produtos biologicos utilizados passou a ser mais bem
compreendida a partir de regulamentos elaborados com o objetivo principal de garantir a seguranga
da populacdo e do meio ambiente, além de garantir padrdes minimos de qualidade para os produtos a
serem comercializados. No Brasil, o registro de produtos bioldgicos ¢ recente. Segundo o Sistema de
Informagdes sobre Agrotoxicos (SIA), o mais antigo ingrediente ativo biologico registrado data de

1991 e refere-se a inseticida baseado em metabolitos de B. thuringiensis (Oliveira-Filho ef al. 2004).

De acordo com a Resolucdio da Anvisa n° 194, de 08 de julho de 2002, agentes
microbioldgicos de controle sdo micro-organismos vivos de ocorréncia natural, bem como aqueles

resultantes de técnicas que impliquem na introducdo direta, num organismo, de material hereditario,
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desde que ndo envolvam a utilizagdo de moléculas de 4cido desoxirribonucléico (DNA) e/ou de
acido ribonucléico (RNA) recombinante ou organismo geneticamente modificado (OGM). Com base
nesta legislagdo, para obter o registro de um agente de controle bioldgico, varias especificidades
documentais deverdo ser apresentadas, entre elas a avaliagdo toxicoldgica e de patogenicidade sobre

mamiferos, considerando os seguintes aspectos:
1 patogenicidade do agente microbiologico de controle e de contaminantes microbianos;

w) infectividade / persisténcia do agente microbiologico de controle e de contaminantes

microbianos;

w) toxicidade do agente microbioldgico de controle, de contaminantes microbianos e de seus
subprodutos. As avaliagdes toxicoldgicas e da patogenicidade sdo feitas através de uma

série de testes, e ¢ dividida em trés fases distintas, descritas a seguir.

A Fase I consiste em uma bateria de testes de curta duracdo, onde o organismo teste
(mamifero) recebe uma dose maxima tUnica do agente de controle com o objetivo de se obter a
maéxima chance do agente de controle causar toxicidade, infectividade e patogenicidade. Se nenhum
efeito adverso for observado na Fase I, ndo ha necessidade de se realizar nenhum dos testes da Fase

II e Fase III.

A Fase Il foi elaborada para avaliar uma situagdo particular, quando se observa toxicidade ou
infectividade na Fase I, sem evidéncias de patogenicidade. Quando for observada patogenicidade na

Fase I, devem ser realizados os estudos da Fase III.

Nas Fases II e III, estudos adicionais para avaliar efeito de toxicidade de preparagdes do

agente biologico de controle deverdo ser realizados de acordo com protocolos apropriados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento e identificacdo de bactérias do solo

Para o isolamento das bactérias de amostras do solo foi utilizado o método proposto para
Bacillus thuringiensis, conforme descrito pela Organizagdo Mundial da Satde. Apds a purificagao
das colonias bacterianas, as células foram observadas para defini¢do da forma, pela coloracdo de
Gram, em microscopia Optica. As bactérias com forma de bacilo, Gram - positivas, formadoras de
endoesporos e que apresentavam colOnias tipicas, isto ¢ com formacdo de biofilme foram
selecionadas e submetidas a uma série de provas bioquimicas, para classifica¢dao ao nivel de espécie,
de acordo com Gordon (1973). As provas bioquimicas foram: catalase; vermelho de metila; Voges-
Proskauer; medi¢do de pH no meio Voges-Proskauer; crescimento a 50 °C em estufa; crescimento
em 7% de NaCl; crescimento em meio agar Bacto Sabouraud Dextrose em pH 5,7; crescimento em
caldo Bacto Sabouraud Dextrose em pH 5,7; hidrolise do amido; crescimento a 60 °C em estufa; e

decomposicdo da caseina.

3.2. Isolamento e identificacdo dos fungos causadores de podridiao da maca

Os fungos responsaveis por ocasionar podridao pds-colheita na maca foram isolados de frutas
apodrecidas, cedidas pela Empresa Agropecudria Schio Ltda, localizada na cidade de Vacaria (RS).
Primeiramente, foram retirados quatro fragmentos de tecido lesionado de cada fruta. Em seguida,
estes foram mergulhados em uma solu¢do de hipoclorito de sédio diluido em dgua por 5 minutos,
com posterior lavagem em agua destilada. Logo depois, as frutas foram depositadas sobre papel filtro
para secar e os fragmentos foram transferidos para placas de Petri com meio BDA (4gar batata
dextrose), as quais foram incubadas por sete dias a 28°C e fotofase de 12 horas.

A 1identificagdo dos isolados fungicos — Alternaria sp.; Botrytis sp. € Penicillium sp. foi

realizada pela observacao microscopica da morfologia e observagdo macroscopica das coldnias.
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3.3. Selecao in vitro dos isolados de Bacillus spp. com atividade antagonista

Isolados bacterianos do solo, previamente identificados como Bacillus spp., foram
submetidos a trés métodos de selegdo de antagonistas, comparando-se a eficiéncia e rapidez na
identificacdo de isolados antagdnicos. Para isso, cada um dos isolados foram cultivados em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de caldo nutriente (extrato de levedura 3g/L e peptona
5g/L), autoclavado a 1 atm por 15 minutos. Os frascos cultivados com cada uma das bactérias foram
colocados em incubador orbital a 30°C por 24 horas. A seguir, as culturas foram centrifugadas em
uma minicentrifuga Eppendorf 5417R por 15 minutos a 10.000 g, para obtencdo dos precipitados de
células, que foram logo utilizados. No primeiro método, os isolados bacterianos foram divididos em
grupos de 15 e semeados em placas de Petri com meio BDA (4gar batata dextrose) + BSD (meio
Bacto Sabouraud) com a ajuda de uma alca esterilizada, sendo cada uma considerada uma placa
mestra. Paralelamente, foram preparadas suspensdes de conidios para cada um dos fungos alvo
(1x10” conidios mL™). Com o auxilio da al¢a de Drigalsky, 200 pnL das suspensdes foram espalhadas
sobre o meio de cultura em placas de Petri. Logo depois, com o auxilio de uma alga, o inoculo de
bactérias foi transferido, a partir das placas mestras. No segundo método, um disco de micélio
fungico foi semeado no centro de uma placa de Petri contendo meio BDA + BSD, e cinco isolados
bacterianos foram inoculados dispostos em volta do micélio fingico. O terceiro método consistiu na
incorporagdo de 200 uL. de uma suspensdo bacteriana a 20 mL de meio de cultura BDA fundente,
que foi em seguida vertido em uma placa de Petri. Logo depois que o meio de cultura solidificou, foi
transferido para o centro de cada placa um disco de 4agar colonizado por micélio de um dos fungos
alvo. Todos os testes foram realizados em triplicata. O crescimento das bactérias e dos fungos foi
observado diariamente. E, a selecao dos Bacillus foi feita de acordo com a formagao de um halo
transparente e claro em torno das colonias bacterianas, visivel sobre o meio de cultivo, e onde os

fungos ndo conseguiram se desenvolver.
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3.4. Avaliacao in vitro do antagonismo com os isolados de Bacillus spp.

Na primeira etapa deste trabalho, foram selecionados oito isolados bacterianos com maior
atividade antagdnica contra os trés fungos fitopatogénicos isolados da maga, e que foram a partir de
entdo avaliados de acordo com a metodologia de Hang et al. (2005), modificada. Os isolados
bacterianos foram cultivados em 25 mL de caldo nutriente e incubados por 24 horas a 30°C em
agitacdo constante. Apds esse periodo, a suspensdo bacteriana foi centrifugada por 15 minutos a
10.000 g, sendo o precipitado celular reservado e o sobrenadante descartado. Em uma placa de Petri
contendo meio BDA, discos de 4gar colonizados por micélio fingico com crescimento de sete dias,
foram semeados no centro da placa com o auxilio de um tubo de Zeni. Em seguida, a 1,5 cm de
distancia do bordo da placa foram feitas duas estrias de células bacterianas provenientes da
centrifugacdo. As placas foram incubadas a 28 °C e o crescimento dos fungos, avaliado aos 7 e 14
dias, pela medida do didmetro da colonia, com auxilio de um paquimetro digital. Os testes foram

realizados em triplicata.

3.5. Avaliacdo da estabilidade térmica dos metabolitos produzidos por Bacillus spp.
(Kupper et al. 2003).

Os isolados bacterianos com maior atividade antagdnica foram transferidos para frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de caldo nutriente. Apds a incubagdo em incubador orbital
por 24 horas a 30°C, a cultura de cada isolado bacteriano foi filtrada em membrana de poro 0,22 um
para a separacdo das células e do caldo de cultura. Logo ap6s, uma aliquota de 10 mL do caldo de
cultura filtrado foi transferida para um frasco Erlenmeyer de 250 mL de volume contendo 90 mL de
caldo BD e 2 g de Agar, constituindo o meio BDA+caldo filtrado, que em seguida foi autoclavado
por 20 minutos a 1 atm. O meio ainda liquido foi vertido em placas de Petri e depois da sua
solidificagdo, um disco de agar colonizado por micélio de cada fungo alvo, retirado do bordo de uma

colonia com sete dias de idade, foi transferido para o centro da placa. Para cada fungo alvo e isolado
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de Bacillus foram realizados experimentos em triplicata. As colonias dos fungos desenvolvidas no
meio BDA+caldo filtrado e as colonias controles foram avaliadas pela medida do didmetro aos sete e

ao décimo quarto dias com um paquimetro.

3.6 Testes in vivo de antagonismo na fruta

As frutas utilizadas para os experimentos estavam sadias e a colheita tinha sido recente.
Inicialmente, as frutas das cv. Fuji e Gala foram lavadas com detergente e enxaguadas com agua
corrente, com posterior mergulho das mesmas em solug¢do de hipoclorito de soédio (0,5 % v/v) por 5
minutos. Em seguida, as frutas foram depositadas sobre papel toalha para secar e em seguida
esterilizadas em luz ultravioleta em capela de fluxo laminar. Conforme metodologia descrita por
Sholberg ef al. (1995), foram feitos quatro ferimentos de mais ou menos 1 mm de didmetro na casca
e na parte superior de cada fruta desinfestada. Em seguida, uma aliquota de 20 pL do caldo da
cultura de cada um dos isolados bacterianos, previamente crescidos em caldo nutriente, foi
transferida para cada um dos quatro ferimentos de cada uma das macgas. Foram avaliadas nesta etapa
duas bactérias (F6II e FR2B2), sendo utilizadas para cada uma, cinco macas por fungo desafiado.
Duas horas depois, foi inoculado nos ferimentos de cada ma¢a 20 uL de uma suspensdo de conidios
na concentragio 1x10* conidios.mL" em Tween 20, de cada um dos fungos. Depois, as frutas foram
colocadas em sacos plasticos, e armazenadas em temperatura ambiente e em camara fria a 0°C. A
incidéncia das lesdes foi observada diariamente, e nos casos positivos, as lesdes foram medidas nos
primeiros sete dias ap6s a inoculagdo, e assim por diante, até completo apodrecimento dos frutos. Em
todos os casos foram utilizadas cinco frutas por tratamento, assim como nos controles contendo

somente o fungo.
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3.7 Estimativa da massa molecular de proteinas por SDS-PAGE

A eletroforese para a estimativa da massa molecular das proteinas dos isolados selecionados
foi realizada em gel de poliacrilamida contendo 0,1% de dodecil sulfato de so6dio (SDS), segundo a
metodologia descrita por Lecadet et al. (1992) e modificada por Kavitha et al. (2005).

Os isolados bacterianos com melhor atividade antagonista foram cultivados em frascos
Erlenmeyer de 125 mL de volume, contendo 25 mL de caldo de cultura (agua destilada; 0,375 g de
dextrose e 0,125 g de peptona). Os frascos cultivados foram colocados em incubador com agitacao
orbital por 48 horas a 30°C.

Trés amostras de cada isolado bacteriano foram analisadas, sendo a cultura bacteriana, o
filtrado bacteriano e o filtrado bacteriano autoclavado. Inicialmente, as amostras foram preparadas
com um tampao, contendo a seguinte composi¢do: 2,5 mL de glicerol; 2 mL de solugao SDS 10%;
0,2 mL de solucao azul-de-bromofenol 0,2% e 3,5 mL de 4gua destilada; 1,25 mL de tampao para
gel empilhador Tris-HCI1 0,6173 M; pH 6,8; sendo que para cada 950 puL desta solu¢do foram
adicionados 50 uL de 2-mercaptoetanol. A biomassa presente em 500 pL da cultura foi centrifugada
a 8000 g por 10 minutos e ressuspensa em solugdo 0,9 % de cloreto de sddio, novamente
centrifugada e ressuspensa em solu¢do 0,9% de cloreto de sodio. Desta suspensao foi retirado 30 L
de amostra, que foi centrifugada e ao precipitado celular foi adicionado 25 pL do tampao de amostra.
Para as amostras preparadas com o filtrado, inicialmente a cultura microbiana foi centrifugada a
4000 g por 20 minutos e filtrada em membrana de 0,22 pm. Em seguida uma aliquota foi
autoclavada a 1 atm de pressdo por 15 min. As proteinas contidas nos filtrados, autoclavado e ndo
autoclavado, foram precipitadas com solucdo cetdonica com 0,07% (v/v) de 2-mercaptoetanol e
mantidas a -20°C por 15 min.

Logo depois, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g e o sobrenadante
descartado. O tubo Eppendorf, com o precipitado celular foi mantido em dessecador a vacuo (Blum

et al., 1987). Em seguida, o precipitado foi solubilizado em 250 pul de tampado da amostra e mantido a
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100 °C durante 10 minutos. As amostras foram entdo, aplicadas na canaleta do gel, e a eletroforese
realizada em aparelho Hoefer miniVE vertical Amersham Pharmacia, em voltagem constante de 150
V, por aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

Para a corrida eletroforética, foi utilizado tampao Tris-glicina pH 8,9, composto de 4,54 g de
Tris base; 10 g de glicina e 1 g de SDS, sendo o volume completado para 400 mL com H,O destilado
(Laemmli, 1970).

A revelacdo do gel foi realizada com solugdo formulada com 10% de acido acético, 50% de
etanol ¢ 0,2% de Comassie Brilliant Blue G-250. O volume de 100 mL desta solugdo foi adicionado
sobre o gel, que foi entdo incubado com suave agitacdo reciproca por 20 min. Em seguida o gel foi
lavado com solugdao 10% de acido acético e 50% de etanol, sucessivas vezes até a revelagao das

bandas.

3.8 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

O reagente de Bradford (0,01% de Coomassie Brilliant Blue G250, 4,7% de etanol e 8,5% de
acido fosforico, sendo o volume completado com agua destilada) foi preparado 24 horas antes do uso
e mantido sob refrigeragdo por no maximo dois meses, no escuro, conforme Bradford (1976)

Foi construida uma curva de calibragdo, a partir de solugdes-padroes de albumina bovina
(fracdoV) com concentragdes entre 2 e 30 pg/mL. Para a determinagdo das proteinas das amostras, a
reagdo foi realizada pela mistura de 0,1 mL das amostras (cultura celular, filtrado e filtrado
autoclavado) e 0,2 mL do reagente de Bradford. Depois de transcorridos 10 minutos, o complexo foi

quantificado em espectofotometro SpectraMax® 190 a 595 nm.

3.9 Analises Estatisticas
Os dados obtidos neste trabalho foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey, realizados com o auxilio do software GraphPad Prism 4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e identificacido dos isolados de Bacillus spp.

Foram isolados 250 microrganismos do solo e identificados 60 isolados com caracteristicas

morfologicas que indicam pertencerem ao género Bacillus. As caracteristicas morfoldgicas e os

resultados dos testes bioquimicos realizados com dois isolados — F62 e FR2B2, com melhor

atividade antagonista estdao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas bioquimicas e morfolédgicas dos isolados F62 e FR2B2.

Método Isolado Isolado
F62 FR2B2

Forma bastonetes bastonetes
Esporo central central
Gram + +
Catalase + 4
Voges-Proskauer + +
pH no meio Voges-Proskauer 5,6 5,9
Crescimento a 50 °C em estufa - +
Vermelho de metila - +
Crescimento em 7% de NaCl + +
Crescimento em meio BSD em
pH 5,7 + +++
Crescimento em caldo BSD em + +
pH 5,7
Hidroélise do amido - +
Decomposicao da caseina + +

Crescimento a 60 ° em estufa

Provaveis Espécies

B. polymyxa, B.
cereus, B. pumilis

B.subtilis, B.
licheniformis

* +++ positivo (forte); + positivo; - negativo.
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De acordo com os resultados dos testes bioquimicos analisados pela chave dicotomica da
bibliografia de Gordon (1973), o isolado F62 pode pertencer as espécies B. polymyxa, B.cereus ou

B.pumilus, e o isolado FR2B2 as espécies B. subtilis ou B. licheniformis.

4.2 Selecao in vitro dos isolados de Bacillus spp. com atividade antagonista

Sessenta isolados de Bacillus spp., provenientes do solo das regides da Serra Gatcha e
Catarinense, foram desafiados contra os trés fitopatogenos isolados da maca: Alternaria sp., Botrytis
sp. e Penicillium sp., para ser escolhido entre eles os melhores antagonistas. Para obter este dado
foram aplicadas trés metodologias, sendo que a inoculagdo simultanea de 15 isolados bacterianos por
placa mostrou ser a mais eficiente e mais rapida em selecionar os possiveis isolados antagonistas.
Pela observagdo dos halos de inibi¢do formados em torno das colonias dos Bacillus foi possivel
identificar que alguns isolados ndo apresentam especificidade para determinado fungo, como
demonstrado na Figura 17. Na Figura 17B, dois isolados (FII3 e FRIIF8) inibiram o
desenvolvimento de Alternaria sp., enquanto que, para Botrytis sp. (Figura 17C), apenas um isolado
(FIII3) demonstrou antagonismo. Ja para Penicillium sp. (Figura 17D), dois isolados ( FIII3 e BG1)

de Bacillus spp., demonstraram antagonismo contra este fungo.
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Figura 17. Halos de inibi¢do produzidos pela cultura de isolados de Bacillus spp. contra fungos
fitopatogénicos isolados da mac¢a. A) Placa mestra; B) Alternaria sp. versus isolados de Bacillus
spp.; C) Botrytis sp. versus isolados de Bacillus spp. ; D) Penicillium sp. versus isolados de Bacillus

spp..
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Dos 60 isolados de Bacillus confrontados com os fungos Alternaria sp., Botrytis sp. e
Penicillium sp., oito isolados mostraram maior atividade antagonica de acordo com o didmetro do
halo visivel formado no meio de cultura, entre eles, FR2B2, FR2B6, FR2B8, F62, JC5, JICS, FIII3 e

FR2F8. No Quadro 5, ¢ apresentada a origem destes isolados.

Quadro 5. Isolados de Bacillus spp. e as suas origens.

Isolado Local da coleta
FR2B2 Farroupilha- RS
FR2B6 Farroupilha-RS
FR2BS§ Farroupilha-RS
F62 Caxias do Sul-RS
JCS Santa Catarina
JC8 Santa Catarina
FIII3 Farroupilha-RS
FR2F8§ Farroupilha-RS

A maioria dos isolados com melhor atividade antagonista tem como origem solos do Rio

Grande do Sul, com destaque para a cidade de Farroupilha.

4.3 Avaliacio in vitro do antagonismo dos isolados de Bacillus spp.

Oito isolados de Bacillus foram submetidos a testes de antagonismo isoladamente, contra os
trés fungos fitopatogénicos: Alternaria sp., Botrytis sp. e Penicillium sp., semelhantemente a
metodologia de Hang et al., (2005), modificada. Os isolados F62 e FR2B2 foram os unicos que

inibiram os trés fungos (Figuras 18 e 19).

67



920
80
70
60
50
40
30
20
10

Diametro da col6nia (mm)

Diametro da col6nia ( mm)
IS
q

Diametro da colonia (mm)
[$,)1%)]
o0

AMOMOANNNNNNNNNNNNNNNNNE ©

Ho

CONTROLE

QO

b b

o}

EAIIHIIBIIIIIIIIIIIINN- )

’
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
/4
4
4

| E))

FllI3

b b

F62

| WY

0
(3]
4

FR2F8
FR2B8

JC8
FR2B6

Isolado de Bacillus spp.

bb

Al

bb

5

Isolado de bacilo

a

[op

lop
NMOUONONNNNNNNNNNNNNNY

a1 [l ]
i
:

MOUOOONNNNNNNNNNNNNN

MOUONONNANNNNNNNNNNNN

MANNNN

A3

Isolado de bacilo

a7 dias
114 dias

EZ2ZA 7 dias
1 14 dias

EZAa7 dias
14 dias

Figura 18. Efeito de oito isolados de Bacillus spp. sobre o desenvolvimento dos fitopatogenos: A)

Alternaria sp.; B) Botrytis sp.; C) Penicillium sp. A anélise dos dados e a comparag¢do das médias

pelo teste de Tukey (p < 0,01) foi feita aos sete e 14 dias.

68



Figura 19. Desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos desafiados por dois isolados de Bacillus,
em meio BDA. A) Alternaria sp. controle; B) Alternaria sp. X Bacillus spp. F62; C) Alternaria sp. X
Bacillus spp. FR2B2; D) Botrytis sp. controle; E) Botrytis sp. X Bacillus spp. F62; F) Botrytis sp. X
Bacillus spp. FR2B2; G) Penicillium sp. controle; H) Penicillium sp. X Bacillus spp. F62; I)

Penicillium sp. X Bacillus spp. FR2B2.
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Os isolados F62, FR2B2 e FR2BS§ inibiram o desenvolvimento de Alternaria sp., com
diferencgas significativas em relacdo ao controle, mas ndo entre eles (Figura 18A). Outro dado
significativo ¢ a manutencdo da inibi¢do por 14 dias pelos trés isolados, diferentemente de todos os
outros isolados.

Na Figura 18B, pode ser verificado que, além dos isolados F62 e FR2B2, o isolado FIII3
também inibiu o desenvolvimento de B. cinerea em meio BDA, apresentando diferenga significativa
em relagdo ao controle (P<0,01). Pode ser observado também que houve persisténcia do efeito
inibitorio por estes isolados durante 14 dias, diferentemente dos outros isolados. Outros autores
também obtiveram resultados semelhantes, como Hang et al. (2005), que relataram que B. subtilis
(S1-0210) inibiu o crescimento de B. cinerea.

Na Figura 18C, estdo apresentados os dados obtidos da avaliagdo da interagdo entre os
isolados de Bacillus spp. e o isolado de Penicillium sp., podendo ser verificado que novamente os
isolados F62 e FR2B2 de Bacillus spp., mas também o isolado FR2B8, que também causou um
efeito inibitorio sobre Alternaria sp., apresentaram diferencas significativas em relagdo aos outros
isolados. Da mesma forma como para os outros fungos desafiados, os Bacillus que demonstraram
capacidade de inibir o desenvolvimento micelial de Penicillium sp., o fizeram por todo o tempo do
experimento, isto ¢, 14 dias. Na andlise dos dados (Figura 18 A, B e C), pode ser verificado que os
isolados F62 e FR2B2 de Bacillus spp. foram eficientes em inibir in vitro os trés fitopatogenos alvo,
0 que permite sugerir que sdo eficientes mas ndo especificos, enquanto que o isolado FIII3 foi
eficiente e especifico para Botrytis sp., € o isolado FR2B8 para Alternaria sp. e Penicillium sp. Pela
observacdo dos dados apresentados nas Figuras 18 e 19, pode ser sugerido que houve inibicdo do
desenvolvimento das coldnias dos fungos fitopatogénicos por producdo de metabolitos antifingicos
por parte dos isolados F62 e FR2B2, que se difundiram no meio de cultura. Hang et al. (2005),

também relataram que a atividade antifingica ndo ¢ mediada pelo contato célula-célula, e sim pela
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producdo de uma substancia que, difusivel no agar, causa o crescimento anormal do micélio de B.
cinerea, como também foi observado neste trabalho, sobre os trés fungos alvo.

No presente trabalho, dos 60 isolados de Bacillus spp. desafiados, apenas quatro
demonstraram capacidade de inibir Alfernaria sp., Botrytis sp. e Penicillium sp.. A mesma
quantidade de isolados de Bacillus spp. com atividade antagonista foi encontrada por Walker et al.
(1998), que testaram 92 isolados contra B. cinerea e Pythium mamillatum. Hang et al. (2005)
desafiaram oitenta isolados de Bacillus spp. contra quinze fungos fitopatogénicos e, onze isolados
inibiram o crescimento micelial de B. cinerea em porcentagem maior que 60%. Os resultados
alcangados no presente trabalho corroboram os resultados obtidos por esses autores, desde que foi
encontrada variabilidade entre os isolados. Shiomi et al. (2008) testaram 95 isolados de bactérias
endofiticas do milho com agdo antagbnica a fitopatdogenos. Entre elas, seis foram as mais
promissoras, incluindo B. subtilis, B. lentimorbus e B. agaradhaerens. Segundo os autores, a
producdo de compostos toxicos, de sideréforos e de enzimas extracelulares foi responséavel pelo
antagonismo. Em outro estudo realizado por Touré et al. (2004), B. subtilis GA1 inibiu in vitro, o
crescimento micelial em até 70% de B. cinerea, responsavel por danos pods-colheita na maga.
Segundo esses autores, houve a producdo de compostos toxicos por parte da linhagem GAI
responsavel pela inibigao.

O isolado F62 de Bacillus spp. demonstrou maior efeito inibitdrio contra os trés géneros
fungicos submetidos, o que pode indicar alta capacidade antifingica, porém, baixa ou nenhuma
especificidade pelo hospedeiro. Este dado ¢ de grande importancia, pois tanto para as biofabricas
como para o proprio agricultor, agentes de controle bioldgico com largo espectro de atuacdo podem
ser mais interessantes. Kavitha et al. (2005) avaliou o efeito inibitério de Bacillus polymyxa VLB16
contra quatro fungos e cinco bactérias fitopatogénicas, concluindo que nao houve especificidade do
isolado VLB16 contra um determinado alvo. Foldes et al. (2000) realizaram testes de antagonismo in

vitro de Bacillus sp. IFS-01 contra vérios fungos fitopatogénicos, leveduras e bactérias. Dos 25
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micro-organismos submetidos, 19 foram inibidos. Este fato indicou o amplo espectro de hospedeiros
sensiveis aos efeitos dos compostos produzidos por esse isolado de Bacillus spp.. Os dados obtidos
no presente trabalho, corroborados pelos dados da literatura permitem concluir que os isolados F62 e
FR2B2 possuem amplo espectro de agao.

No presente trabalho foi observado que um dia de incubagdo dos isolados de Bacillus em
meio liquido sob agita¢do constante foi suficiente para a producdo de metabodlitos com capacidade de
inibir o crescimento fingico. Segundo Kupper e colaboradores (2003), Bettiol & Kimati (1990) ao
estudarem o efeito de B. subtilis sobre Pyricularia oryzae, verificaram que durante a multiplicagdo
da bactéria em meio liquido, com ou sem agitagdo constante, foram liberados metabdlitos em
concentragdes suficientes para inibir completamente o crescimento micelial do fungo, apds um dia de

incubacao.

4.4 Avaliacao da estabilidade térmica dos metabdlitos produzidos por Bacillus spp..

A estabilidade dos metabdlitos produzidos pelos oito isolados de Bacillus spp. selecionados,
foi avaliada e entre todos, o isolado F62 destacou-se, pois manteve o mais alto indice de inibi¢dao do
crescimento micelial ( Figuras 20 e 21). Na avaliacao contra Alternaria sp., os trés isolados — F62,
FR2B2 e FR2B8 (Figura 20A) inibiram o crescimento micelial do fungo com diferengas
significativas (P<0,001), em relagdo ao controle. J4 o desenvolvimento das colonias de Botrytis sp. e
Penicillium sp., foi inibido somente pelo isolado F62 (Figuras 20B e 20C).

Os resultados relatados acima sugerem que houve a producdo de um ou mais metabolitos
antifingicos pelos isolados F62, FR2B2 e FR2BS, resistentes ao processo de autoclavagem. O(s)
metabolito(s) produzido(s) pelo isolado F62 reduziram o crescimento micelial dos trés fungos —
Alternaria sp., Botrytis sp. e Penicillium sp.. Este resultado foi semelhante ao encontrado quando
foram empregadas as células deste isolado de Bacillus spp. ndo havendo especificidade para um

determinado fungo. O filtrado autoclavado do caldo de cultura do isolado FR2B8 também reduziu o
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crescimento micelial de Alternaria sp., da mesma forma como o que ocorreu quando foram
empregadas as suas células, podendo ser concluido novamente sobre a especificidade deste isolado
para este fungo.

Na literatura, podem ser encontradas muitas referéncias que apontam para a resisténcia dos
metabolitos produzidos por varias espécies de Bacillus spp. ao calor. Kavitha e colaboradores (2005)
verificaram que B. polymyxa VLBI16 produz uma proteina antifingica (AFP) termoestavel, que
apresentou alteragdo do efeito inibitdrio in vitro contra os fungos Rhizoctonia solani e Pyricularia
grisea, ap0s exposi¢do a 121°C. Munimbazi & Bullerman (1997) concluiram que os metabdlitos
produzidos por B. pumilus foram resistentes a autoclavagem, pois a atividade inibitéria contra
Aspergillus parasiticus permaneceu, mantendo a inibi¢do do crescimento micelial e da producdo de
aflatoxina. Walker et al. (1998) relataram que isolados de Bacillus spp. que mostraram antagonismo
em cultura pareada também reduziram a germinagdo de conidios de B. cinerea, bem como o seu
caldo de cultura autoclavado. Kupper et al. (2003) testaram o caldo de cultura de 64 isolados de
Bacillus spp. contra Colletotrichum acutatum, e constataram que com excec¢do de dois isolados,
todos os demais resistiram a temperatura de autoclavagem, mantendo o efeito inibitério contra o

fungo alvo.
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Figura 21. Desenvolvimento dos fitopatogenos em meio agar batata dextrose enriquecido com o filtrado
autoclavado dos isolados F62 ¢ FR2B2; A) controle Alternaria sp.; B) Alternaria sp. X isolado F62; C)
Alternaria sp. X isolado FR2B2; D) Botrytis sp.; E) Botrytis sp. X F62, F) Botrytis sp. X isolado FR2B2, G)
controle Penicillium sp.; H) Penicillium sp. X isolado F62; I) Penicillium sp. X isolado FR2B2.
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4.5 Antagonismo in vivo

Os testes nas frutas foram realizados com os dois isolados bacterianos mais representativos da
capacidade antagonista — F62 e FR2B2. Os dados obtidos com as culturas bacterianas inoculadas em

magas armazenadas em temperatura ambiente estdo demonstrados na Figura 22.

Figura 22. Antagonismo in vivo na maca. A) controle - Alternaria sp.; B) Alternaria sp. X Bacillus spp. F62;
C) Alternaria sp. X Bacillus spp. FR2B2; D) controle - Botrytis sp.; E) Botrytis sp. X Bacillus spp. F62; F)
Botrytis sp. X Bacillus spp. FR2B2; G) controle - Penicillium sp.; H) Penicillium sp. X Bacillus spp. F62; 1)
Penicillium sp. X Bacillus spp. FR2B2.
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A Figura 22 (A, B, C, D, E e F) demonstra o efeito antagonico dos isolados F62 ¢ FR2B2 de
Bacillus spp. contra os fungos Alternaria sp. e Botrytis sp. e foram registrados 14 dias apds o inicio
do desafio. Na Figura 22 (G, H e I) verificou-se o antagonismo contra Penicillium sp., obtidos
somente depois de 28 dias de observacdo. Neste caso, foi observado que o isolado de Penicillium sp.
apresentou um desenvolvimento muito lento, demorando em se estabelecer e causar sintomas da
podriddo, mesmo no tratamento controle, diferentemente dos isolados de Alternaria sp. e Botrytis sp.
desafiados. Este fato sugere a possivel presenc¢a de algum fungicida quimico utilizado nas macieiras,
ainda no campo, que estivesse interferindo no desenvolvimento de Penicillium sp. ou, alguma
caracteristica propria do isolado, como velocidade lenta de crescimento sobre o tecido do hospedeiro.
Para melhor entender o que estava ocorrendo, foi repetido o experimento com macas organicas,
livres de agrotoxicos. No entanto, o desenvolvimento do fungo foi novamente muito lento, sendo
descartada a possibilidade da influéncia de efeito residual de algum defensivo quimico. Assim sendo,
este resultado poderia ser atribuido a caracteristicas do proprio isolado. Em estudo realizado por
Ross et al. (1998) para verificar a producdo de patulina em macas cv. Gala e Fuji houve deterioracdo
perceptivel dos frutos pela linhagem de P. expansum NRRL 1172 somente 15 dias ap0s a inoculagao,
verificando-se para P. variabile deterioragdo ap6s 30 dias a 25° C. Os autores concluiram que
diferencas entre isolados de Penicillium spp. podem interferir no resultado do experimento, devido a
sua adaptagdo as condigdes impostas, o que vem ao encontro dos resultados alcancados neste
trabalho.

Os resultados dos testes de antagonismo in vivo (Figura 23), indicam que, para Alternaria sp.,
o isolado FR2B2 foi mais eficiente em inibir o crescimento fungico quando comparado com F62.
Este dado difere do obtido “in vitro” (Figura 18A), que demonstra que o isolado F62 foi mais
eficiente na inibicao do fitopatdgeno na condi¢do daquele experimento. J& para Botrytis sp. (Figura
23B), o isolado F62 apresentou maior capacidade de inibi¢do, sendo significativamente diferente

(p<0,05) do isolado FR2B2, que ndo diferiu do controle. Os resultados do experimento de
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antagonismo com Penicillium sp. ndo foram apresentados, uma vez que ndo houve crescimento do
fungo nas mag¢as em todos os tratamentos.

Os testes in vivo foram realizados com o caldo de cultura dos isolados F62 e FR2B2. O
isolado FR2B2 inibiu o crescimento de Alternaria sp., até os 28 dias apds a indculagdo, sendo este
resultado significativamente diferente daqueles encontrados nos outros tratamentos ( Figura 23A). J&
para Botrytis sp, o isolado F62 foi eficaz no sétimo e no décimo quarto apds a inoculagdo ( Figura
23B). Touré¢ e colaboradores (2004) verificaram que Bacillus subtilis GA1 foi mais eficaz em reduzir
a incidéncia da doenga nos primeiros cinco dias apods a inocula¢do, mantendo 80% do nivel de
protecdo apds 10 dias, e reduzindo para 40% apos 21 dias.

Para avaliacdo do controle dos isolados F62 e¢ FR2B2 em frutas mantidas em baixas
temperaturas, as mesmas receberam os tratamentos e foram mantidas em camara fria durante trinta
dias, sendo observadas semanalmente. Durante o armazenamento a 0°C ndo foi constatado
crescimento fungico, indicando que este tipo de controle ¢ eficiente em proteger a fruta até o
momento da sua comercializacdo. Apos a retirada da cdmara fria, foi observado que Botrytis sp.
cresceu rapidamente desenvolvendo um micélio vigoroso, o que demonstrou a sua agressividade. Na
Figura 24 sdo apresentados os dados que demonstram o antagonismo dos isolados F62 e FR2B2,
depois das frutas terem sido retiradas da camara fria. Pela comparagdo dos dados obtidos no
experimento com frutos mantidos a temperatura ambiente (Figura 23) e neste, em que os frutos
permaneceram por 30 dias armazenados sob baixa temperatura, pode ser observado que o momento
em que as lesdes surgiram foi diferente para cada fungo desafiado. O desenvolvimento de Botrytis
sp., foi muito rdpido apodrecendo todos frutos, independente do tratamento, ap6s 14 dias. No
experimento com Alternaria sp., foi verificado que o tempo necessario para que os sintomas de lesdo
surgissem nos frutos tratados foi maior, na comparag¢do com os tratamentos realizados em macgas nao
armazenadas a 0°C. Estes dados permitem sugerir que o frio exerce uma inibicdo tdo forte sobre o

fungo Alternaria sp., que o mesmo precisa de um maior periodo de tempo para iniciar o processo de
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infeccdo das frutas, mesmo no tratamento controle, apos a retirada da temperatura de 0°C. Dados
semelhantes foram encontrados no trabalho de Brackmann et al. (2008), os quais avaliaram o
controle de podriddes em macas Fuji frigoconservadas com a aplicacdo de fosfitos e cloreto de
benzalconio em pré e pods-colheita. Nenhum dos produtos aplicados em pré-colheita permitiu um
controle eficiente das podriddes apos seis meses de armazenamento a 0,5°C e durante o periodo de
exposicao a 20°C. O inverso ocorreu com os frutos tratados em pds-colheita que, ao serem retirados
da camara fria, apresentaram a menor porcentagem de frutos com lesdes podres até o oitavo dia a
20°C. Estes dados permitem sugerir que o tratamento com o isolado F62 de Bacillus spp. ¢
relativamente igual ou superior em inibir o aparecimento de lesdes nas magads tratadas com
Alternaria sp., quando comparado com tratamentos quimicos no periodo de pos-colheita.

O efeito inibitorio do isolado F62 de Bacillus spp. sobre o desenvolvimento de Alternaria sp.,
em frutas conservadas em camara fria, foi maior e significativamente diferente na comparagdao com
os outros tratamentos ( Figura 24A). Este resultado concorda com os dados apresentados na Figura
18, sobre o desenvolvimento in vitro dos fungos desafiados contra os isolados antagoénicos de
Bacillus spp.. Em relagdo ao isolado FR2B2, os resultados demonstram que nao houve protecdo. Este
resultado difere do encontrado nos testes in vivo com armazenamento a temperatura ambiente
(Figura 23A), no qual o isolado FR2B2 inibiu o crescimento de Alternaria sp., ao contrario do que
ocorreu nas magas apds a retirada da camara fria. Sholberg et al. (1995) encontraram, em seus
experimentos, quinze isolados de Bacillus spp. capazes de reduzir as podriddes causadas por
Penicillium expansum em macas. Algumas de suas linhagens, como EN 71-1, reduziram
significativamente as podriddes nas trés temperaturas testadas, 5°C, 10°C e 20°C, porém outras
linhagens, como EN 62-5 ¢ EN 63-1, impediram a expansdo das podriddes apenas nas temperaturas
5-10°C e 10-20°C, respectivamente. Os autores observaram também, que doze isolados reduziram os
sintomas de podriddo em temperaturas de armazenagem. Os isolados EN 63-1, EN 71-1 e EN 76-1

demonstraram eficacia em controlar P. expansum e Botrytis cinerea, em frutas estocadas a 5°C.
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Portanto, ¢ possivel que o isolado FR2B2 seja eficiente em inibir o crescimento de Alternaria sp.
apenas na temperatura de 20°C, sendo incapaz de antagonizar este fungo a 0°C ou, que esta baixa
temperatura tenha afetado as células deste isolado.

Na Figura 24B, os dados demonstram que o isolado F62 de Bacillus spp. inibiu o
desenvolvimento inicial das lesdes, assim até o sétimo dia de tratamento, houve uma diferenca
significativa entre o tratamento com este isolado e os outros. Porém, aos 14 dias de experimento o
nimero de lesdes em todos os tratamentos era maximo. Este resultado concorda com o observado na
Figura 23B, no qual o isolado F62 inibiu o crescimento de Botrytis sp. também em temperatura

ambiente.
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Figura 23. Incidéncia de lesdes desenvolvidas pelos fitopatdgenos em frutas tratadas com as culturas
de Bacillus spp. e armazenadas em temperatura ambiente: A) Alternaria sp.; B) Botrytis sp.. Letras

diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey com p < 0,05.
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Figura 24. Desenvolvimento de lesdes em frutas tratadas apos o periodo de refrigeracdo: A)
Alternaria sp.; B) Botrytis sp.. Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey com p

<0,05.
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4.5.1 Avaliaciao in vivo do filtrado da cultura dos isolados F62 e FR2B2.

As magas foram tratadas com o caldo de cultura filtrado dos dois isolados bacterianos F62 e
FR2B2, juntamente com a inoculag¢do dos fungos Alternaria sp. e Botrytis sp. Nao houve diferenca
significativa entre o efeito dos caldos de culturas filtrados dos isolados F62 e FR2B2 contra os

fungos Alternaria sp. e Botrytis sp., armazenados a temperatura ambiente ( Figura 25).

A
Alternaria sp.

3-
S
=
=
g 2]
0©
3
%]
=
g
g
=
Z

0 T

7 dias 14 dias 21 dias
B
Botrytis sp.
a
4- a @ 3 a a a
1 = 1Controle
= EXFR2B2
3 (I F 6.2

Numero de lesdes / fruto
N
[l

7 dias 14 dias 21 dias

Figura 25. Numero de lesdes desenvolvidas pelos fitopatogenos em frutas tratadas com o filtrado
dos isolados F62 e FR2B2 armazenadas em temperatura ambiente: A) Alternaria sp.; B) Botrytis sp..

Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey com p < 0,05.
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As lesdes nas frutas tratadas com Alternaria sp., demoraram mais para se estabelecer quando
comparado com as magcas tratadas com Botrytis sp.. Para Alternaria sp. (Figura 25A), as lesoes
foram percebidas aos 14 dias, enquanto que para Botrytis sp., aos sete dias apds o tratamento as
lesdes j& estavam presentes em praticamente todas as frutas. Este dado demonstra a agressividade
deste fungo e a0 mesmo tempo indica que, assim como a doenga, o controle bioldgico depende de
varios fatores, que interagem no sitio de infec¢do, como as caracteristicas biologicas dos hospedeiros
e dos agentes de controle bioldgico, bem como dos fatores abidticos.

Nas magcas tratadas com o filtrado, mas mantidas sob refrigeracdo a 0°C também nao houve
efeito inibitdrio por parte dos isolados F62 e FR2B2, apds a retirada da camara fria e exposicao a

temperatura ambiente ( Figura 26).
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Figura 26. Numero de lesdes desenvolvidas pelos fitopatdgenos em frutas tratadas com o filtrado
dos isolados F62 e FR2B2 apoés a retirada da camara fria. A) Alternaria sp.; B) Botrytis sp.. Letras

diferentes indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey com p < 0,05.
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4.6 Analise protéica
As fragdes protéicas encontradas na analise por SDS-PAGE do caldo de cultura dos isolados
F62 e FR2B2, do filtrado e do filtrado autoclavado estdo apresentadas na Figura 27.
kDa A B C D E F G
250 — —

150
100

75

50

37

25
20

15

10
Figura 27. Eletroforese em gel de poliacrilamida. A) marcador molecular; B) células de cultura do
isolado F62; C) sobrenadante filtrado em membrana de poro 22 pm do isolado F62; D) sobrenadante
filtrado em membrana de poro 22 um e autoclavado do isolado F62; E) células de cultura do isolado
FR2B2; F) sobrenadante filtrado em membrana de poro 22 pm do isolado FR2B2; G) sobrenadante

filtrado em membrana de poro 22 pum e autoclavado do isolado FR2B2.

A caracterizagdo por eletroforese das proteinas mostrou a presenga de dois polipeptideos de
aproximadamente 25 e 35 kDa para as células da cultura do isolado F62 ( Figura 27B) e para o
isolado FR2B2 uma banda de aproximadamente 49 kDa (Figura 27E). A eletroforese do
sobrenadante filtrado revelou a presenca de peptideos de varios tamanhos para o isolado F62, sendo
o maior de aproximadamente 50 kDa (Figura 27C). Para o sobrenadante filtrado e autoclavado dos

dois isolados, a eletroforese revelou a auséncia de proteina (Figuras 27D e 27G).
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Dessa maneira, os dados obtidos com os testes in vitro para a avaliagdo da estabilidade
térmica, apresentados na se¢do 5.3, estes sugerem a presenga de uma ou mais moléculas nao
polipeptidicas responsaveis por causar inibicdo do crescimento micelial dos fungos alvo. Mas estes
dados ndo determinam que ndo exista uma ou mais proteinas no caldo de cultura, uma vez que o
caldo de cultura filtrado também provocou inibi¢do do desenvolvimento micelial. Schulz et al.
(2005), ao avaliar um isolado de Bacillus amyloliquefaciens identificou, por eletroforese do extrato
bruto, seis bandas com peso molecular aparente de 14,8; 20; 29; 30; 34 e 56,2KDa, ndo diferindo
muito dos pesos moleculares encontrados na eletroforese dos extratos brutos dos isolados F62 e
FR2B2 identificados no presente trabalho. Segundo o mesmo autor, cepas geneticamente
modificadas de B. subtilis produziram subtilisina com peso molecular de 28,5 KDa. A segunda maior
protease extracelular isolada de B. subtilis ¢ a protease neutra (30 KDa) ou metaloprotease (40 KDa).
Segundo Jack et al. (1995) as bacteriocinas termolébeis de alto peso molecular (>30 KDa) incluem
muitas enzimas extracelulares bacterioliticas que podem mimetizar as atividades fisiologicas das

bacteriocinas.

4.7 Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

As concentracdes de proteinas analisadas pelo método de Bradford do caldo de cultura,
filtrado e filtrado autoclavado sdo mostradas na Figura 28. Verifica-se que a concentracdo de
proteinas entre as células do caldo de cultura do isolado F62 e do isolado FR2B2 foram diferentes.
Também houve diferenca entre o caldo de cultura do isolado F62 e do caldo filtrado autoclavado de

FR2B2. Quanto ao filtrado, houve diferenca entre os dois isolados.
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Figura 28. Concentragdes médias de proteinas obtidas pelo método de Bradford. 1) células de
cultura do isolado F62; 2) sobrenadante filtrado em membrana de poro 22 um do isolado F62; 3)
sobrenadante filtrado em membrana de poro 22 pum e autoclavado do isolado F62; 4) células de
cultura do isolado FR2B2; 5) sobrenadante filtrado em membrana de poro 22 um do isolado FR2B2;

6) sobrenadante filtrado em membrana de poro 22 pm e autoclavado do isolado FR2B2.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados do presente trabalho permitiram observar e concluir que:
. dos 60 isolados de Bacillus spp., oito mostraram-se eficazes em inibir o desenvolvimento in
vitro dos fungos Alternaria sp., Botrytis sp. e Penicillium sp.;
. os isolados FR2B2, F62 e FR2B8 suprimiram o desenvolvimento dos fungos fitopatogenos
Penicillium sp. e Alternaria sp., in vitro;
. h& ocorréncia de controle do fungo Botrytis sp. pelos isolados FR2B2, F62 e FIII3;
. 0s metabolitos dos isolados FR2B2 e F62 possuem estabilidade térmica a 120°C e sdo eficazes
em inibir o desenvolvimento micelial dos trés fitopatdgenos testados in vitro;
. o isolado FR2BS8 controlou in vitro o crescimento apenas de Alternaria sp., apOs seus
metabolitos serem submetidos a altas temperaturas;
. Botrytis sp. teve sua infeccdo dificultada pelo isolado de Bacillus F62 nas duas temperaturas
testados em macas sadias;
. Alternaria sp. foi controlado pelo isolado F62 na temperatura de 0°C e pelo isolado FR2B2 na
temperatura de 20°C;
. o filtrado bacteriano dos isolados de Bacillus spp. testados ndo foi capaz de interromper as
infeccdes causadas pelos fitopatdogenos quando submetido a testes em magas sadias;
. A andlise protéica por SDS-PAGE revelou a presenga de bandas protéicas com possivel
atividade inibitoria no caldo da cultura, porém foi demonstrado que o caldo de cultura
autoclavado foi capaz de inibir o desenvolvimento dos fungos in vitro, portanto este dado pode

sugerir a existéncia de outros compostos ndo protéicos, com atividade inibitdria.
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