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ANTAGONISTAS E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE DE PODRIDOES
FUNGICAS POS-COLHEITA DO MAMAO

Autor: Jodo Auguaberto de Lima Junior
Orientador: Dr. Sebastido de Oliveira e Silva

RESUMO: A podriddo peduncular e a antracnose sdo as doengas pos-colheita mais
importantes em frutos de mamao, pois, suas lesées tornam os frutos improprios para
comercializacao devido a depreciacdo do aspecto comercial e do apodrecimento da
polpa. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho é avaliar a acdo dos
microrganismos antagonistas Trichoderma spp. e Bacillus sp. juntamente com
extratos vegetais, no manejo da podriddo peduncular e antracnose do mamao.
Ensaios In vitro de confrontacdo direta para avaliar o antagonismo dos isolados de
Trichoderma spp. e extratos vegetais de Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius),
Alamanda rosa (Allamanda blanchetti) e erva-cidreira (Lippia alba) sobre os fungos
Lasiodiplodia theobromae e Colletotrichum sp., e ensaios In vitro, para avaliar a
eficacia dos isolados Trichoderma 2, Trichoderma 8., extrato de Alamanda rosa a
10% e Bacillus sp. na inibicdo da ocorréncia de lesdes de antracnose e lesdes
naturais de podriddo peduncular em frutos de maméo ‘sunrise solo’. Foi verificado
gue todos os isolados de Trichoderma spp. e o0 extrato de Alamanda rosa inibiram
significativamente o crescimento micelial de Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia
theobromae In vitro. Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp. e
extrato de Alamanda rosa a 10% foram eficientes na reducdo da ocorréncia de
lesbes de antracnose inoculadas ou naturais, com destaque para o0 extrato de
Alamanda rosa a 10%, que inibiu o nimero de lesdes de antracnose em 88,5%. Os
tratamentos avaliados ndo demonstraram eficacia na reducéo do indice de podridao

peduncular.

Palavras chave: Controle bioldgico, Colletotrichum sp., Trichoderma spp., Bacillus

sp.



ANTAGONISTS AND PLANT EXTRACTS IN THE CONTROL OF POSTHARVEST
PAPAYA FUNGAL ROTTS

Author: Jodo Auguaberto de Lima Junior
Adviser: Dr. Sebastido de Oliveira e Silva

ABSTRACT: Stem rot and anthracnose are the most important postharvest diseases
in papaya fruits, since their lesions make the fruit unsuitable for commercialization
due to the depreciation of the commercial aspect and the rotting of the pulp. In this
context, the aim of this study is to evaluate the action of antagonistic microorganisms
Trichoderma spp. and Bacillus sp. together with plant extracts, in the management of
stalk rot and papaya anthracnose. In vitro direct confrontation assays to evaluate the
antagonism of Trichoderma spp. and vegetable extracts of mastic red (Schinus
terebinthifolius), pink allamanda (Allamanda blanchetti) and lemon balm (Lippia alba)
on the fungi Lasiodiplodia theobromae and Colletotrichum sp., and In vitro assays, to
evaluate the efficacy of the isolates Trichoderma 2, Trichoderma 8., Alamanda rose
extract 10% and Bacillus sp. in inhibiting the occurrence of anthracnose lesions and
natural lesions of stem rot in 'sunrise soil' papaya fruits. It was found that all
Trichoderma spp. and pink allamanda extract significantly inhibited the mycelial
growth of Colletotrichum sp. and Lasiodiplodia theobromae In vitro. Trichoderma 2,
Trichoderma 8, Bacillus sp. and 10% Alamanda rosa extract were effective in
reducing the occurrence of inoculated or natural anthracnose lesions, with emphasis
on the 10% pink allamanda extract, which inhibited the number of anthracnose
lesions by 88.5%. The evaluated treatments did not demonstrate effectiveness in

reducing the stem rot index.

Keywords: Biological control, Colletotrichum sp., Trichoderma spp., Bacillus sp.
Trichoderma spp.



REFERENCIAL TEORICO

A cultura do mamoeiro

Com origem na América tropical, 0 mamoeiro (Carica papaya L.), é cultivado
em mais de 40 paises. O mamao, uma das frutas mais consumidas no mundo, teve
uma producdo mundial estimada em 13,8 milhdes de toneladas em 2020 (FAO,
2022). O mamao ocupa 11° lugar na producao de frutiferas em escala mundial e 18°
lugar em area colhida. A Asia destaca-se com a maior producéo, 56,2%, seguida
pelas Américas em segundo lugar com 32%. A Africa € o terceiro maior produtor
com 10,6% da producdo mundial (FAO, 2022).

Entre os paises, india, Brasil, Indonésia, Republica Dominicana e México
aparecem como 0s principais produtores. O Brasil é responsavel por 8,5% da
producdo mundial (1,1 milhées de toneladas), ficando em terceiro lugar entre os
maiores produtores (FAO, 2022). Entre os estados, a Bahia e o Espirito Santo
destacam-se, sendo responsaveis por 78% da producdo Nacional (IBGE, 2021). A
cultura do mamao esta amplamente distribuida no mundo com areas de producéo
localizadas na sua maioria em paises tropicais e subtropicais. A exportacao
brasileira vem crescendo nos ultimos anos, sendo impulsionada pela abertura do
mercado americano, 0 que assegurou estabilidade e maior rentabilidade para a
cultura (FARIA et al., 2009; BARBIERI et al., 2019).

Apesar da importancia do mamao para a fruticultura brasileira, toda a
producdo nacional se concentra basicamente no cultivo de quatro cultivares,
classificadas em dois grupos heteroéticos, os grupos Solo e Formosa. As cultivares
do grupo Solo, ‘Golden’ e ‘Sunrise Solo’, comercialmente conhecidas como mamao
papaya ou Havai, possuem frutos pequenos com peso meédio de 0,5 kg, destinados
ao mercado interno e, principalmente, ao mercado externo. Do grupo ‘Formosa’, os
hibridos ‘Tainung n° 01’ (o mais cultivado no Brasil) e o ‘Calimosa’ sdo os mais
plantados, sendo este grupo o que produz frutos de maior tamanho (>1,0 kg) e que
sdo destinados, principalmente, ao mercado interno. O material do grupo Solo teve
rapida aceitacdo pelos consumidores e, por apresentar caracteristicas que se
adaptam as exigéncias do mercado internacional, abriu novo e importante mercado
externo para o Brasil, enquanto o do grupo Formosa (Tainung n® 1) por ser um

hibrido comercial necessita da aquisicdo de sementes que sédo importadas (US$ 3,5



mil a US$ 4 mil por quilograma), o que eleva consideravelmente o custo de producéo
(DANTAS; OLIVEIRA, 2009; SERRANO: CATTANEO, 2010; LUZ et al., 2015).

Nutricionalmente, 0 mamao apresenta diversas caracteristicas importantes,
como uma boa fonte de calcio e uma excelente fonte de betacaroteno, vitaminas A,
C e do complexo B e fonte de sais minerais como potassio e magnésio. O mamoeiro
também apresenta varios usos industriais, suas folhas e frutos sdo usados em
industrias farmacéuticas pois produzem diversas proteinas e alcaldides. Entretanto,
uma enzima proteolitica chamada papaina, € particularmente importante (MARTINS,
2003).

A papaina é produzida no latex leitoso de frutos de maméao verde, essa

substancia pode ser associada com protecdo contra ataque

es de predadores herbivoros, porém, comercialmente, a papaina apresenta
diversos usos em industrias de bebidas, alimentos e farmacéutica, e pode ser
incluida na producdo de gomas de mascar, amaciante de carnes, formulacdes de
drogas para tratamento de inimeras doencas digestivas e no tratamento de feridas
gangrenosas. Outra utilizacdo relatada para essa enzima é na industria téxtil, sendo
importante nos processos de gomagem e amolecimento de seda e 1a e na industria

de cosméticos, em sabonetes e xampus (FARIA et al., 2009).

O maméo é um fruto climatérico, por isso, suas alteracfes resultantes do
amadurecimento ocorrem rapidamente, logo apds a colheita, desencadeadas pela
producéo do etileno e a elevagéo da taxa respiratéria. Por esses fatores, 0 mamao é
caracterizado como um fruto bastante perecivel em pos-colheita. Devido a essa alta
perecibilidade, o controle do amadurecimento € fundamental para aumentar o tempo
de vida util ap6s a colheita, vislumbrando adequacdo ao mercado interno e
exportacao de frutas. Os principais fatores que depreciam a qualidade pés-colheita
do mamao séo o rapido amolecimento e a elevada incidéncia de podridées causadas

por microrganismos (DANTAS et al., 2012).

Com relacdo aos problemas fitossanitarios, muitas sdo as doencas que
afetam a cultura, sendo consideradas as principais, as de origem virgética; o virus da

mancha anelar e o da meleira e as de origem fungica; pinta preta ou variola,



podriddo-do-pé e antracnose. Segundo DANTAS et al. (2001), o melhoramento
genético do mamoeiro realizado no Brasil tem como objeto desenvolver variedades e
hibridos resistentes a doencas com caracteristicas agrondmicas desejaveis. No
entanto, a utilizacdo de manejos alternativos como o controle bioldgico e a utilizacéo
de extratos vegetais, pode ser uma estratégia viavel para o controle de doencas do

mamoeiro, principalmente as fangicas.
Doencas de pos-colheita do maméao

Apesar da evidente importancia da cultura do mamoeiro, as doencas
ocasionadas por fungos tornam-se um dos principais fatores limitantes para
expansdo do cenario produtivo, afetando diretamente a planta e os frutos. Dentre
elas, destacam-se a pinta preta ou variola, mancha-de-corynespora, antracnose,
mancha chocolate e podriddo peduncular (KUHLCAMP et al., 2022). Hoje, as
doencas fungicas estdo entre as que causam mais danos econdmicos a cultura do
mamao, pela depreciacdo do aspecto comercial da fruta e pelo aumento nos custos
da producdo, devido a exigéncia de muitas aplicacdes de fungicidas. O fruto
manchado por doencas fungicas ndo é comercializado no mercado externo ou no
mercado interno mais exigente e, quando comercializado para o consumidor menos
exigente, sofre grande desvalorizagdo comercial (COSTA; PACOVA, 2003,
KUHLCAMP et al., 2022).

O manuseio poés-colheita de frutos do mamao necessita de muitos cuidados
além de extrema atencéo aos detalhes, visto que, 0 mamao € suscetivel a uma seérie
de fatores que podem deprecid-lo comercialmente. Dentre esses, destacam-se
flutuacbes de temperatura e umidade, pragas e doencas, e danos mecéanicos. O
controle das doengas poés-colheita deve ser iniciado ainda no campo, na fase de
desenvolvimento dos frutos, para evitar a sua contaminacdo e posterior
aparecimento de podriddes. Na exportacdo do mamao brasileiro para fins
guarentenarios, o tratamento fitossanitario pés-colheita visa a limpeza dos frutos e o
controle da antracnose e de outras doengas que ocorrem nesta fase. Esses
procedimentos irdo depender das exigéncias fitossanitarias impostas principalmente,
pelos paises importadores dessa fruta (BARBOSA, 2012).

Existe uma enorme importancia na identificacdo precoce das doencas poés-

colheita, pois sdo as principais causas de perdas da producdo e qualidade dos
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frutos.

As perdas p0s-colheita, caracterizam uma situacdo que acompanha as frutas do
campo até a mesa do consumidor, pois 0s processos biolégicos vitais dos frutos
continuam em funcionamento. A longevidade do fruto pdés-colhido pode ser
encurtada por patégenos e fatores abioticos que ocorrem na pré e poés-colheita, os
quais dédo inicio as perdas quantitativas e qualitativas (FOLEGATTI; MATSURA,
2002).

Devido a esses fatores, juntamente ao alto teor de agua em sua composigao
guimica, as frutas se tornam altamente pereciveis (CHITARRA; CHITARRA, 2005).
Aléem dos fatores que reduzem a vida poOs-colheita, 0 mamao apresenta padrao
respiratério climatérico, sendo assim, sua maturacdo continua depois da colheita, o
que proporciona uma pré-disposicdo a um grande numero de doencas que se
manifestam apenas na pos-colheita, apesar das infec¢cdes ocorrerem na pré-colheita
(FONTES et al., 2008). Isso ocorre, pois apés a colheita, os frutos passam por
inumeras transformacdes resultantes do seu metabolismo, que se refletem em
diversas mudancas nas suas caracteristicas, como, textura, cor, sabor e aroma,
essas mudancas caracterizam o0 processo de amadurecimento e posterior
senescéncia.

Ao longo desses processos, o0s frutos tornam-se mais suscetiveis a
fitopatégenos, devido, principalmente, ao decréscimo de compostos fendlicos e ao
aumento da predisposicdo as injurias mecanicas, servindo como porta de entrada e
disponibilizando substrato para o rapido desenvolvimento de microrganismos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Uma das principais doencas poés-colheita do mamdo € a antracnose
(Colletotrichum sp.). A antracnose, do grego “carvao” € uma doenga limitante para os
frutos de mamao, afetando a sua vida util. A doenca € causada principalmente
por Colletotrichum gloeosporioides, porém € possivel encontrar outras espécies
de Colletotrichum que causam doencas nesse fruto. Por exemplo, em Yucatan,
México, foram encontradas pelo menos duas espécies de Colletotrichum, o C.
gloeosporioides e o C. dematium que causam antracnose no mamao (RAMOS,
2015).

O fungo Colletotrichum sp., agente causador da antracnose, € um dos
patbgenos mais importantes de frutos de mamao no periodo de pds-colheita, por

causar perdas de até 90% de frutos em estacdes favoraveis a doenca (TATAGIBA et
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al, 2002). Sua infeccéo inicia-se ainda na floracdo, mas permanece latente até o
amadurecimento e colheita do fruto, quando entdo coloniza os tecidos
desenvolvendo os subsequentes sintomas da doenca, que geralmente aparecem
durante o transporte e comercializacdo (SERRA et al., 2008). Vale ressaltar que as
infeccbes no periodo poés-colheita se tornam mais faceis devido a presenca de
indculos do fungo no ambiente de armazenamento como também pela consideravel
guantidade de ferimentos provocados no fruto apos a colheita (CAPDEVILLE et al.,
2007).

O Colletotrichum sp. se caracteriza por ter estruturas reprodutivas ou esporos,
também chamados conidios, dispostos em acérvulos, 0s quais participam no
processo de infeccédo da planta. Durante a colonizacdo, o fungo apresenta uma fase
inicial biotrofica na qual se alimenta das células vivas e se estabelece na parte
afetada da planta, e uma segunda fase, necrotréfica, na qual os recursos para a
infecdo sdo obtidos das células mortas da lesdo e assim, sdo observados o0s
primeiros sintomas da doenca (RAMOS, 2015).

Outra doenca pés-colheita de grande importancia é a podriddo peduncular,
causada por um complexo de fungos, com destaque para Lasiodiplodia theobromae.
Esse fungo, assim como o Colletotrichum, ocorre em quase todos os pomares de
mamao no Brasil e pode provocar grandes perdas na pdés-colheita (SILVA et al.,
2007).

No campo, a penetracdo de L. theobromae nos frutos ocorre por meio do
pedunculo ou por ferimentos. Formam-se lesdes escuras que Sao possiveis de
serem observadas no pedunculo, apresentando bordos bem definidos. Em seguida,
os tecidos lesionados podem externar rachaduras, expondo a polpa da fruta.
Quando os frutos se encontram em condi¢cdes de temperatura e umidade elevadas,
€ possivel observar na parte central das lesdes, grande quantidade de minusculas
pontuacdes escuras, que sdo os conceptaculos esporiferos do fungo, os picnidios.
Os mesmos sintomas podem ser observados em pés-colheita, em frutas
armazenadas (CARDOSO et al., 2002).

As perdas ocasionadas pela podriddo peduncular em pomares sdo, em
primeiro lugar, a reducéo da produtividade dos mamoeiros e, em uma fase posterior,
a diminuicdo da longevidade produtiva do pomar e ainda, por causar perdas
expressivas de frutas na poés-colheita (JUNQUEIRA et al., 1996). O controle da

doenca é dificultado em raz&o da variada gama de hospedeiros do fungo. O controle



12

guimico ndo tem demonstrado eficiéncia, sendo entdo indicada a utilizacdo de uma
série de medidas adicionais de controle (TAVARES, 1995, PEREIRA et al., 2006).

O manejo dessas doencas em pos-colheita comega no campo, onde a
infeccdo nos frutos geralmente ocorre apés a floracdo, como resultado da
penetracdo do patdégeno diretamente via epiderme, pela cuticula intacta, ou por
aberturas naturais e injurias ou ainda por danos mecanicos causados durante a
colheita, transporte e armazenamento (ZAMBOLIM et al., 2002).

Estima-se que cerca de 20 a 25% das frutas colhidas sdo degradadas por
patogenos durante a manipulacdo pos-colheita (EI-GHAOUTH et al., 2004; DROBY,
2006; ZHU, 2006; SINGH; SHARMA, 2007). Nos paises em desenvolvimento, as
perdas pos-colheita sdo mais graves, devido a instalacbes inadequadas de
armazenamento e transporte. Os fungicidas sintéticos sao largamente utilizados para
o controle de doencas pos-colheita de frutas (EI-GHAOUTH et al., 2004; KORSTEN,
2006; ZHU, 2006; SINGH; SHARMA, 2007;). No entanto, cada vez mais 0s
consumidores estdo buscando alimentos livres de residuos de agrotéxicos, o que
leva a necessidade de se investigar alternativas mais seguras e ecoldgicas para
diminuir as perdas pos-colheita, o que reduziria o uso de fungicidas na producédo de
frutas (MARI et al.,, 2007). Entre diferentes abordagens biologicas, o uso dos
antagonistas microbianos como leveduras, fungos e bactérias sdo bastante
promissoras e vem ganhando popularidade (ECKERT; OGAWA, 1988; DROBY et
al.,, 1991; WILSON, 1992; WISNIEWSKI; DROBY, 2006; KORSTEN, 2006), assim
como a utilizacdo de extratos vegetais, que também vem sendo estudados (BASTOS
et al., 2004, NASCIMENTO et al., 2008).

Controle biolégico de doencgas de plantas

Controle biol6gico pode ser definido como a reducdo da soma de inéculo ou
das atividades determinantes da doencga provocada por um patdgeno, realizada por
meio de um ou mais organismos que ndo o homem. Enfatiza-se o controle biolégico
por meio de antagonistas, que sdo microrganismos ndo-patogénicos, que interferem
na sobrevivéncia ou em atividades determinantes para ocorrer doencas (COOK;
BAKER, 1983).

A utilizacdo de agentes biocontroladores € uma realidade, e cada vez mais
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desempenha um importante papel no cenario agricola mundial, em varios casos, sao
utilizados como complemento ou até mesmo substitutos dos produtos quimicos
(TEMPLETON; HEINY, 1989; WHIPPS et al., 2001; RUFINO et al., 2018). Os
agentes microbianos com potencial para biocontrole de doencas sdo organismos
gue estdo presentes no ambiente e que, geralmente, sdo muito mais seletivos e
especificos que os pesticidas quimicos (MENEZES, 2010).

Grande parte das formulagbes para controle biol6gico comercializada no
Brasil tem como ingrediente ativo as bactérias. A maior facilidade de producéo
massal, aspectos referentes ao modo de acdo e a estabilidade de formulagbes
bacterianas, sédo alguns pontos que despertaram tal interesse a partir da década de
1950, principalmente com relagéo as bactérias entomopatogénicas (SCHNEPF et al.,
1998; GLARE; O’'CALLAGHAN, 2000). MORAND; BETTIOL (2009) relatam que
dentre os microrganismos com potencial para o desenvolvimento de bioprodutos
para o controle biolégico de doencas de plantas, a bactéria Bacillus subtilis e
espécies do fungo Trichoderma sdo os mais utilizados. Como as bactérias crescem
rapidamente, utilizam diversas fontes de nutrientes e sobrevivem em ampla faixa de
temperatura, espera-se que sejam bons agentes de biocontrole em nivel de campo
(COOK; BAKER, 1983). LUMSDEN; LOCKE (1989), mencionam que 0 primeiro
passo para alcancar o biocontrole eficaz € encontrar os potenciais agentes de

biocontrole e para isso € necessario uma série de estudos.

5.5. Bacillus spp. no controle biolégico de doencas de plantas

Diversas espécies de bactérias possuem habilidades para parasitar e
degradar esporos e hifas de fungos patogénicos (WHIPPS, 2001). De modo geral,
fungos filamentosos apresentam parede celular composta especialmente de quitina,
agregada a proteinas e outros carboidratos (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998). Por
outro lado, os Bacillus spp produzem quitinases, que sdo importantes na digestao da
quitina, para utiliza-la como fonte de carbono e energia (WANG; CHANG, 1997).
Esse parasitismo induz a inibicdo do crescimento fungico e pode compreender
desde a simples aderéncia de células as hifas, até proporcionar uma completa
guebra e degradacéo estrutural dos fungos (WHIPPS, 2001).

Espécies de bactérias do género Bacillus spp. se destacam como agentes de
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biocontrole de doencas de plantas, por produzirem uma série de antibidticos e varias
outras substancias antimicrobianas (EDWARDS; SEDDON 2001). Isolados de
Bacillus podem produzir variados metabdlitos antifingicos, dentre eles, podem ser
encontrados lipopeptideos da familia das surfactinas, iturina e fengicina. (MAGET-
DANA et al., 1992; ONGENA et al., 2005). Apesar de estruturalmente parecidas,
surfactinas, iturinas e fengicinas apresentam diferencas em determinados
caracteristicas biolégicas em relagdo a sua atividade. Iturinas e fengicinas exibem
uma grande atividade antifingica e sé&o inibitérias do crescimento micelial de uma
vasta gama de fitopatdgenos fangicos. Ja as surfactinas, ndo sdo apenas
fungitoxicas, mas quando associada com a iturina A exercem algum efeito
sinergistico antifingico (MAGET-DANA et al., 1992). Estudos revelam que B. subtilis
além de produzir esses metabdlitos, sdo capazes de produzir substancias volateis
com atividade antifangica (KAl et al., 2007).

Bacillus spp. destaca-se em relagcdo a outros potenciais agentes de
biocontrole devido a sua capacidade de formar esporos, 0S quais apresentam
tolerancia tanto a temperaturas mais elevadas, quanto a temperaturas mais baixas,
bem como as condicGes extremas de pH, aos pesticidas e ao tempo de estocagem.
Essas vantagens permitem a utilizacdo desse microrganismo na formulacdo de
produtos mais estaveis e viaveis (BACKMAN et al., 1997). Espécies do género
Bacillus destacam-se também pelo rapido crescimento em meio liquido e auséncia
de patogenicidade para a maioria das espécies de mamiferos (SHODA, 2000).
Atualmente, ja € possivel encontrar diversas linhagens comerciais de Bacillus para o
biocontrole de fitopatégenos. Essas bactérias biocontroladoras podem ser aplicadas
como produtos secos (granulados ou pd), suspensao de células (com ou sem
microencapsulamento) ou tratamento de sementes. Como exemplo de produtos
comercializados a base de espécies de Bacillus é possivel citar: Kodiak® (Bacillus
subtilis), YieldShield® (Bacillus pumilus), Subtilex® (Bacillus subtilis MBI 600) e
Serenade® (Bacillus subtilis QST 713) (SCHISLER et al., 2004).

Espécies de Bacillus ja foram usadas como agentes biocontroladores de
diversos patégenos como Hemileia vastatrix (HADDAD et a., 2009), Uromyces
appendiculatus (BAKER et al., 1983; MIZUBUTI et al., 1995), Puccinia pelargonii-
zonales (RYTTER et al., 1989), Cercospora sojina (TONELLI et al.,, 2014)
Gloeosporium gloeoesporioides (CHO et al., 2003), Rhizoctonia solani (YU et al.,
2002), Fusarium verticillioides (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2016), Fusarium
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oxysporum (SOTOYAMA et al., 2016). Em experimentos realizados por HADDAD et
al. (2013) foram avaliados a utilizacdo de extratos de metabdlitos produzidos em
meio de cultura e o caldo fermentado de Bacillus thuringiensis que reduziram a
severidade da ferrugem do cafeeiro em praticamente 100%. SANHUEZA et al.
(1992) obtiveram uma reducdo de até 80% de Penicillium expansum responsavel
pelas maiores perdas pos-colheita em macads quando armazenadas em camara fria,
com o uso de B. subtillis e B. thuringiensis, resultado esse superior ao controle

guimico.

5.6. Trichoderma spp.

O género Trichoderma (Teleomorfo Hypocrea) pertence ao Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae
(INDEX FUNGORUM, 2017). Séao fungos de vida livre, com a maioria de suas
estirpes sem fase sexual conhecida. Classificados como fungos imperfeitos
(HARMAN et al., 2004), sédo facilmente reconhecidos por meio de suas
caracteristicas macroscopicas, que incluem crescimento rapido em meio de cultura,
com micélio aéreo, hialino, volumoso e ramificado, e producdo de conidios em tons
esverdeados.  Microscopicamente  apresentam  conidiéforos com  ramos
emparelhados em forma de piramide, produzem conidios com tamanho de 5 ym de
diametro, podendo apresentar forma globosa, subglobosa, elipsoidal ou oblonga
(SAMUELS, 1996; CARRERAS-VILLASENOR et al., 2012). Espécies de
Trichoderma conseguem sobreviver em distintas zonas climéticas, apresentam ainda
grande capacidade de adaptar-se a diferentes condi¢cdes de umidade e salinidade,
gue garante assim sua alta dispersédo geogréfica por todo o planeta. Esses fungos
sdo largamente distribuidos na natureza, sendo encontrados em diferentes tipos de
solo devido a sua grande capacidade metabodlica e a sua natureza competitiva
(OMANN; ZEILINGER, 2010; DRUZHININA et al., 2011).

Espécies do género Trichoderma apresentam grande capacidade como
agentes de biocontrole de patdgenos vegetais, sendo essa capacidade conhecida
desde meados dos anos 1920. Até recentemente, 0s principais mecanismos de
controle utilizados por espécies de Trichoderma relatados eram, principalmente,
aqueles que agem diretamente sobre os patégenos, como micoparasitismo,

antibiose e competicdo por recursos e espaco. Estudos posteriores demonstraram
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gue além dos efeitos diretos sobre os patogenos, Trichoderma também pode induzir
resisténcia sistémica ou localizada (HARMAN, 2006). A determinacéo desses efeitos
depende de muitas interagcées que ocorrem entre Trichoderma spp., a planta e
outros microrganismos (ASKEW,; LAING, 1993; PORRAS et al., 2007). Esses varios
mecanismos podem ser usados simultaneamente pelo antagonista para potencializar
o combate contra determinado patégeno durante o biocontrole (BENITEZ et al.,
2004; DRUZHININA et al. 2011). Além disso, foi demonstrado que cada espécie de
Trichoderma possui 0 seu proprio modo de agédo para interagir com fitopatdgenos
(ATANASOVA et al., 2013).

O micoparasitismo é a capacidade que algumas espécies de Trichoderma tém
de parasitar e/ou matar outros fungos, caracteristica esta que despertou em muitos
pesquisadores o0 interesse por esse género fungico (MUKHERJEE et al., 2012). A
acao de expressao sequencial de enzimas degradadoras de parede celular, sendo
as mais comuns quitinases, glucanases e proteases, sdo fundamentais para o
sucesso do micoparasitismo de Trichoderma spp. a patégenos (HARMAN et al.,
2004).

O padrao de inducdo ao micoparasitismo é diferente de acordo com o isolado
de Trichoderma (BENITEZ et al., 2004). Mas, acredita-se que de forma geral,
primeiramente o Trichoderma identifique sinais da presenca do fungo hospedeiro,
cresca em direcdo a hifa, enrola-se e forma estruturas denominadas apressorios,
que penetram na parede celular do hospedeiro, favorecendo a entrada e posterior
crescimento da hifa do Trichoderma (BENHAMOU, 1993). E assim, um processo
sequencial, que envolve reconhecimento, contato, adesdo, competicdo por
nutrientes, expressdo de genes especificos e secrecdo de metabdlitos antifingicos
(BENITEZ et al., 2004). O micoparasitsmo é considerado uma das principais
caracteristicas do género Trichoderma, no entanto, algumas espécies como T.
harzianum, T. virens, T. atroviride e T. asperellum sdo as mais estudadas para este
fim (ATANASOVA et al., 2013).

O sucesso de uma cepa de Trichoderma depende de certo numero de
propriedades, tais como, atividade micoparasitica, rapida taxa de crescimento,
capacidade de utilizar diferentes substratos, producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares e metabolitos secundarios de baixo peso molecular e antimicrobianos,
gue sao capazes de inibir o crescimento do fitopatdgeno alvo, podendo ser volateis

ou nao volateis (CARVALHO et al., 2014). Além disso, a capacidade de aumentar as
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defesas da planta e a capacidade para melhorar os fatores de crescimento e
produtividade sdo caracteristicas importantes para a selecdo de um isolado de
microrganismo para uso agricola. Para aperfeicoar a exploracdo de novos isolados
benéficos e reforcar a sua aplicacdo pratica é imprescindivel aumentar os
conhecimentos sobre os mecanismos envolvidos na interacdo entre Trichoderma,
planta hospedeira e fitopatégenos (MARTINEZ et al., 2014).

LUCON et al. (2009), reduziram a incidéncia de tombamentos em plantulas de
pepino, provocado por Rhizoctonia solani, em 85%, com o uso do T. harzianum.
CARVALHO et al. (2009), em ensaios de campo, observaram que a utilizacdo de T.
harzianum 1306, no plantio das sementes de feijao, provocou reducéo da incidéncia
de Fusarium solani em 67% e de R. solani em 85%.

Diversos autores vém relatando a eficiéncia da utilizacéo de Trichoderma spp.
no controle de doencas de pés-colheita. VALENZUELA et al. (2015), em testes
utilizando diferentes espécies de Trichoderma no tratamento de mamdes contra a
antracnose, observaram uma reducdo significativa na severidade da doenca. Ja
MORTUZA et al. (1999), reduziram em até 65% a podriddo causada por L.
theobromae em bananas tratadas com isolados de Trichoderma quatro horas antes

da inoculacéo do fungo patogénico.

5.7. Extratos vegetais no controle de doencas de plantas

A busca por novos compostos antimicrobianos oriundos de plantas é intensa
devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos patogénicos aos produtos
sintéticos. Estudos desenvolvidos com extratos brutos, obtidos a partir de plantas,
vem demonstrando um grande potencial no controle de fitopatdgenos (CUNICO et
al., 2003). As plantas possuem compostos secundarios, que geralmente ndo séo
vitais a si mesmas, mas possuem funcdo de protecdo contra insetos-pragas e
doencas, além de atrairem polinizadores, esses compostos tanto podem ter acao
fungitoxica, antimicrobiana direta, como eliciadora, ativando mecanismos de defesa
nas plantas, ou seja, acdo antimicrobiana indireta (STANGARLIN et al., 1999).

A utilizacdo de extratos de plantas no controle de fungos fitopatogénicos vem
obtendo sucesso, devido aos compostos antifungicos apresentados pela maioria dos
extratos de plantas (SILVA et al., 2008). Estudos desenvolvidos com extrato bruto

obtidos de plantas da flora brasileira veem demostrando potencial no controle de



18

fitopatogenos, por acdo fungitéxica, que é quando o extrato inibe o crescimento
micelial e a germinacéo de esporos (SCHWAN-ESTRADA, 2009).

Na literatura existem varios estudos com resultados positivos com utilizagdo
dos extratos vegetais. Dentre eles estdo aqueles realizados por Rodrigues et al.
(2007), que avaliou o controle de Sclerotinia sclerotiorum em alface, utilizando
extrato bruto aquoso de gengibre, por Kuhn et al. (2006), que estudou o efeito de
Curcuma longa sobre Xanthomonas sp. em mandioca.

Neste sentido, o uso de extratos e Oleos vegetais como manejo de doengas
de plantas vem ganhando notoriedade (MELLO et al., 2019). No caso especifico da
aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), os compostos obtidos a partir da
extracdo sdo provenientes do metabolismo secundario da planta e os taninos
encontrados neles estdo envolvidos em processos de cicatrizacdo por sua agao
adstringente, podendo-se também mencionar efeitos antibacterianos e antifungicos
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013; MELLO et al., 2019).

Peixinho et al. (2017) avaliaram a eficiéncia da utilizacdo de extratos de
aroeira, angico, umburana e quebra-faca no controle de L. theobromae em uvas,
cujos os resultados mostraram que o0s extratos nas concentracdes de 30%, inibiram
0 crescimento micelial In vitro em até 61,66%. Ja Lima Junior et al. (2017), Inibiram
em 65% o crescimento micelial de Colletotrichum sp. utilizando extrato de sementes
de aroeira vermelha 30 %.

A erva-cidreira (Lippia alba) € uma planta bem difundida na medicina popular,
utiizada no tratamento de doencas pulmonares, febre, problemas digestivos,
hepaticos e diarreias (PASCUAL et al., 2001). Porém, diferentes aplicacdes estao
relacionadas a erva-cidreira, incluindo as atividades antiprotozoario e antimicrobiana,
sendo promissora ndao apenas para as industrias farmacéuticas, como também para
industria agricola, devido aos avancos na utilizacdo de plantas com propriedades
antifingicas, inseticidas e repelentes para fabricacdo de quimicos naturais
(YAMAMOTO et al., 2008).

Neste cenario, diversos estudos estdo sendo realizados para explorar as
caracteristicas antifangicas da erva-cidreira. Mota et al. (2002) obtiveram resultados
significativos no controle de Lasiodiplodia theobromae utilizando extrato de erva-
cidreira, o efeito inibidor do extrato aumentou a medida que se elevou a dose do
produto, demonstrando a agéo fungitoxica do extrato. Ferreira et al. (2014) inibiram

significativamente o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides
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utilizando extrato aquoso de erva-cidreira nas concentracdes 4%, 6% e 8%.

A alamanda rosa (Allamanda blanchetti) € uma planta nativa do cerrado
brasileiro, que tem sua distribuicdo, encontrada principalmente na caatinga e no
cerrado (SANTOS et al., 2021). Em experimentos realizados por Demartelaere et al.
(2015), o extrato de alamanda rosa foi responsavel por reduzir a severidade da
antracnose causada por Colletotrichum sp. em frutos de mamdao. Barros et al.
(2015), verificaram que o extrato de alamanda rosa induziu um aumento na atividade
da peroxidase 24h apés a aplicacdo do tratamento e promoveu a inibicdo da
germinacdo de esporos de Alternaria brassicicola. Esses resultados sugerem o
potencial de alamanda rosa no controle de doencas de plantas tanto pela acdo direta
guanto pela ativagdo de mecanismos de defesa.

A presente revisdo evidencia o potencial antagonista de espécies de Bacillus
e Trichoderma spp., além da acao fungitéxica e/ou fungistatica de extratos vegetais,
gue podem ser utilizados isolados ou em conjunto, na tentativa de controlar doencas

fungicas do mamoeiro.
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ARTIGO 1

UTILIZACAO DE Trichoderma spp. E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE
DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS Colletotrichum sp. E Lasiodiplodia
theobromae, ASSOCIADOS A DOENCAS POS-COLHEITA DO MAMAO

IArtigo a ser ajustado para posterior submissio ao Comité Editorial do periédico cientifico
Biological Control, em versdo na lingua inglesa.
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UTILIZACAO DE Trichoderma spp. E EXTRATOS VEGETAIS NO CONTROLE
DOS FUNGOS FITOPATOGENICOS Colletotrichum spp. E Lasiodiplodia
theobromae, ASSOCIADOS A DOENCAS POS-COLHEITA DO MAMAO

RESUMO: As doencas pos-colheita em frutos podem causar perdas superiores a
25%, o controle dessas doencas € iniciado ainda no campo com a utilizacdo de
fungicidas. Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae s&o fungos muito comuns
em frutos de mamao e que causam grandes perdas pos-colheita. Nesse contexto, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes isolados de Trichoderma spp. e
extratos vegetais no controle In vitro dos fungos fitopatogénicos Colletotrichum sp. e
L. theobromae. Para tanto, foram avaliados oito isolados de Trichoderma sp. (Tricho
1, Tricho 2, Tricho 3, Tricho 4, Tricho 5, Tricho 7, Tricho 8 e Tricho 9) em testes de
confrontacdo direta, liberacdo de compostos volateis e ndo-volateis termoestaveis.
Também foi realizado avaliagdo dos efeitos de extratos vegetais aquosos de erva-
cidreira (Lippia alba), alamanda rosa (Allamanda blanchetti) e aroeira vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi), nas concentracdes 10 e 20%, sobre o efeito dos
fungos Colletotrichum sp. e L. theobromae. Apés avaliar os resultados, foi verificado
gue todos os isolados de Trichoderma spp. inibem o crescimento micelial de
Colletotrichum sp. e L. theobromae, o que os tornam antagonistas promissores. Com
destaque para os isolados Tricho 2, que apresentou 73% de inibicdo do crescimento
micelial do Colletotrichum sp. em teste de confrontacéo direta, e o isolado Tricho 8,
gue apresentou 73% de inibicdo do crescimento micelial do Colletotrichum sp. em
teste de compostos ndo-volateis. O extrato aguoso de alamanda rosa a 20%
mostrou-se eficiente no controle do crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos

Colletotrichum sp. e L. theobroma.

Palavras chave: Controle alternativo; Antracnose; Podriddo peduncular; Controle

bioldgico.
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USE OF Trichoderma spp. AND PLANT EXTRACTS IN THE CONTROL OF
PHYTOPATOGENIC FUNGI Colletotrichum spp. AND Lasiodiplodia theobromae,
ASSOCIATED WITH POSTHARVEST PAPAYA DISEASES

ABSTRACT: Post-harvest diseases in fruits can cause losses of more than 25%, the
control of these diseases begins in the field with the use of fungicides. Colletotrichum
sp. and Lasiodiplodia theobromae are very common fungi in papaya fruits and cause
great post-harvest losses. In this context, the objective of the present work was to
evaluate different isolates of Trichoderma spp. and plant extracts in the In vitro
control of phytopathogenic fungi Colletotrichum sp. and L. theobromae. For that,
eight isolates of Trichoderma sp. (Tricho 1, Tricho 2, Tricho 3, Tricho 4, Tricho 5,
Tricho 7, Tricho 8 and Tricho 9) in tests of direct confrontation, release of
thermostable volatile and non-volatile compounds. An evaluation of the effects of
agueous plant extracts of lemon balm (Lippia alba), pink alamanda (Allamanda
blanchetti) and red mastic (Schinus terebinthifolius Raddi) at 10 and 20%
concentrations on the effect of Colletotrichum sp. and L. theobromae. After
evaluating the results, it was verified that all Trichoderma spp. inhibit the mycelial
growth of Colletotrichum sp. and L. theobromae, which make them promising
antagonists. Highlighting the Tricho 2 isolates, which showed 73% inhibition of the
mycelial growth of Colletotrichum sp. in a direct confrontation test, and the isolate
Tricho 8, which showed 73% inhibition of the mycelial growth of Colletotrichum sp. in
testing of non-volatile compounds. The agueous extract of alamanda rosa at 20%
proved to be efficient in controlling the mycelial growth of the phytopathogenic fungi

Colletotrichum sp. and L. theobroma.

Keywords: Alternative control; Anthracnose; Peduncle rot; Biological control.



32

INTRODUGCAO

O uso intensivo de agrotoxicos para o controle de doencas de plantas tem
ocasionado diversos problemas ambientais, como a contaminac&o dos alimentos, do
solo, da agua, dos animais e a intoxicacdo de agricultores, além de proporcionar em
diversos casos, a resisténcia de patdégenos aos fungicidas (MORANDI; BETTIOL,
20009).

O controle biolégico se caracteriza como uma pratica sustentavel,
economicamente viavel e de facil aplicacdo pelo produtor, sendo amplamente
empregado dentro de um manejo ecoldgico de doencas de plantas (SOGLIO, 2004).
Assim, o controle biolégico se constitui em uma alternativa para a substituicdo ou a
diminuicBo da utlizagdo de agrotoxicos (MENEZES, 2002). Dentre os
microrganismos com potencial para controle bioldégico de doencas, destacam-se as
bactérias, principalmente do género Bacillus e o fungo do género Trichoderma, que
s&o os mais utilizados e estudados (COOK; BAKER, 1983).

O sucesso de cepas de Trichoderma como agentes de controle bioldgico
(ACBs) é devido a sua alta capacidade reprodutiva e de sobreviver em condi¢des
desfavoraveis, a sua eficiéncia na utilizacdo dos nutrientes, forte agressividade
contra fungos fitopatogénicos, eficiéncia na promocdo de crescimento da planta e
elicitagdo de mecanismos de defesa. Porém, o micoparasitismo e a produgdo de
metabolitos volateis e ndo volateis sdo descritos como um dos mecanismos mais
eficientes dos utilizados por isolados de Trichoderma (CARVALHO et al., 2014).

Outro método alternativo para o controle de fungos fitopatogénicos sdo os
extratos de plantas, que veem obtendo sucesso devido aos compostos antifingicos
apresentados em suas composicdes (SILVA et al., 2008). Estudos desenvolvidos
com extrato bruto obtidos de plantas da flora brasileira, veem demostrando potencial
no controle de fitopatdgenos, por acdo fungitoxica, que é quando o extrato inibe o
crescimento micelial e a germinacéo de esporos (SCHWAN-ESTRADA, 2009).

O Colletotrichum sp. e o L. theobromae sao dois fungos de ocorréncia comum
em frutos de maméao, que causam grandes perdas poés-colheita. As doencas pos-
colheita em frutos podem causar perdas superiores a 25%, antes mesmo deles

serem comercializados, e 0s que chegam até a mesa dos consumidores, nem
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sempre apresentam uma qualidade desejada. Geralmente, os agentes causadores
de podridBes em pds-colheita sdo capazes de se estabelecerem no fruto imaturo e
permanecerem em estado latente, sem o surgimento de sintomas, até que haja
condicOes para que o processo de infeccao ocorra.

Para aperfeicoar a exploracdo de novos isolados benéficos e reforcar a sua
aplicacdo pratica, € imprescindivel aumentar os conhecimentos sobre os
mecanismos envolvidos na interacdo entre Trichoderma, planta hospedeira e
fitopatogenos (MARTINEZ et al., 2014). Neste contexto, o presente trabalho teve
como o objetivo avaliar espécies de Trichoderma spp. e extratos vegetais no controle
In vitro dos fungos fitopatogénicos Colletotrichum spp. e Lasiodiplodia theobromae.
Para tanto, foram avaliadas oito espécies de Trichoderma sp. (Tricho 1, Tricho 2,
Tricho 3, Tricho 4, Tricho 5, Tricho 7, Tricho 8 e Tricho 9) e extratos vegetais de
erva-cidreira (Lippia alba), alamanda rosa (Allamanda blanchetti) e aroeira vermelha

(Schinus terebinthifolius Raddi), nas concentracdes 10 e 20%.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Clinica Fitossanitaria da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), em Cruz das Almas-BA. Foram utilizados
oito isolados de Trichoderma spp., um isolado de cada fungo patogénico
Colletotrichum sp. e L. theobromae (Quadro 1), e trés extratos vegetais, aroeira
vermelha (Schinus terebinthifolius), alamanda rosa (Allamanda blanchetti) e erva-
cidreira (Lippia alba) (Quadro 2).

Os isolados de Lasiodiplodia theobromae e de Colletotrichum sp. foram

obtidos de fruto de mamao que apresentava sintomas e sinais da podridao
peduncular e antracnose, posteriormente, os isolados foram inoculados em frutos

de mamao sadios para comprovar sua patogenicidade.
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Quadro 1. lIsolados de Trichoderma, Colletotrichum sp. e L. theobromae
utilizados nos experimentos com seus respectivos cadigos, ano de obtencéo, local
de origem, hospedeiro ou cultura presente no solo de origem e substrato de onde

foram isolados.

codi Antagonista/ Isolamento
0dIgo Pat6égenos Ano Local Hospedeiro Substrato
Tricho1l Trichodermasp. 2018  Cruzdas Almas-BA Tomate Solo de cultivo
Tricho 2 Trichodermasp. 2018  Cruzdas Aimas-BA  Pimentéo Solo de cultivo
Tricho 3 Trichodermasp. 2018  CruzdasAlmas-BA  Pimentao Solo de cultivo
Tricho4 Trichodermasp. 2018  Cruzdas Aimas-BA  Pimentéo Solo de cultivo
Tricho5 Trichoderma sp. 2018  Cruzdas Amas-BA  Abobrinha Solo de cultivo
Tricho 7 Trichoderma sp. 2018  Cruz das Almas-BA Cravo Filoplano/Caule
Tricho 8 Trichodermasp. 2018  Cruz das Almas-BA Maméo Filoplano/Fruto
Tricho 9 Trichoderma sp. 2018  Cruzdas Amas-BA  Péssego Filoplano/Caule
Coll 01 CoIIetgglchum 2018  Cruz das Almas-BA Mamaéao Fruto
Lasio 01 Lasiodiplodia 2018  Cruz das Almas-BA Mamé&o Fruto
theobromae

Quadro 2— Espécies vegetais e partes da planta que foram utilizadas no preparo dos

extratos vegetais para o controle de Colletotrichum sp. E Lasiodiplodia theobromae.

Espécies Nome Popular Familia Botanica Parte da Planta
Allamanda blanchetti Alamanda rosa Euforbiaceas Folhas

Lippia alba Erva-cidreira Lamiaceae Folhas

Schinus terebinthifolius Aroeira vermelha Anacardiacea Folhas e Frutos
Fungicida

Tebuconazol

Antagonismo de Trichoderma sp. a Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia

theobromae em teste de confrontacao direta.

Para avaliar o antagonismo de Trichoderma spp. a Colletotrichum sp. e L.
theobromae, colocou-se em placas de Petri contendo meio de cultivo BDA um disco
de 5 mm de didmetro contendo micélio e conidios do fungo fitopatogénico
(Colletotrichum sp. ou L. theobromae) a uma distancia de 1 cm da borda da placa.

Em seguida, foi colocado um disco de micélio e conidios de Trichoderma sp. em
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posi¢do oposta ao disco, também a 1 cm da borda. Foram utilizadas cinco repeticdes
por tratamento. Como controle, foi repicado apenas o patdgeno na placa. As placas

foram mantidas a 25°C com fotoperiodo de 12 horas.

O grau de antagonismo (GA) foi avaliado aos 3, 6 e 9 dias, atribuindo-se notas
de acordo com escala proposta por Bell et al. (1982) que variam entre 1 e 5,
descritas como se segue: 1- sobreposicdo de Trichoderma que colonizou a
superficie total do meio, e reduziu a coldnia do fitopatégeno; 2- sobreposicdo de
Trichoderma que colonizou pelo menos 2/3 da superficie do meio; 3 - Trichoderma e
fitopatégeno colonizaram mais que 1/3 e, menos que 2/3 da superficie do meio; 4 -
fitopatdégeno colonizou ao menos 2/3 da superficie do meio e resistiu a invasédo por
Trichoderma e 5- sobreposi¢cédo de fitopatégeno, que colonizou toda a superficie do
meio. No 12° dia, o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos foram medidos

com o auxilio de uma régua milimétrica.

A partir dos dados foi determinada a porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (PICM) (MENTEN et al., 1976) pela férmula:

Diametro da testemunha — diametro do tratamento x 100

Diametro da testemunha

Efeito de compostos ndo-voléateis termoestaveis produzidos por Trichoderma
sp. sobre Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

Oito Isolados de Trichoderma sp. foram cultivados em 100 mL de meio BD
(batata-dextrose), em Erlenmeyers de 250 mL. A incubag¢do ocorreu em agitador
orbital a 150 rpm, a 25 °C, em auséncia de luz, durante dez dias. Apos esse periodo,
a biomassa fangica foi descartada por filtracéo utilizando gaze esterilizada.

Posteriormente, o filtrado foi adicionado em meio BDA e ajustado para
concentracéo final de 50%, em seguida, as amostras foram autoclavadas a 120 °C
durante 20 min, sendo vertido nas placas de Petri depois da autoclavagem. Apds a
solidificacdo do meio, foram repicados separadamente um disco de 5 mm de
didmetro contendo micélio e conidios do fungo fitopatogénico aos sete dias de

crescimento para o centro da placa. Como controles, foram utilizadas placas
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contendo meio BDA sem a presenca dos metabdlitos. As placas foram mantidas a
25 °C por 9 dias em fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas cinco repeticdes em
delineamento inteiramente casualizado. As avaliacfes consistiram em medi¢cdes do
crescimento micelial da colonia do fungo fitopatogénico em dois eixos (X e Y) a cada
trés dias, por meio de uma régua milimétrica. A partir dos dados, foi determinada a

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM).

Efeito de compostos volateis produzidos por Trichoderma sp. sobre
Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

Duas bases de placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio de
cultura BDA, receberam individualmente discos de 5 mm de didmetro das culturas do
fungo fitopatogénico e de Trichoderma spp.. As bases contendo Trichoderma spp. e
0 patdgeno foram sobrepostas, com o Trichoderma spp. ficando na parte inferior
apara que assim, apenas os metabdlitos volateis liberados entrassem em contato
com o fungo fitopatogénico. As placas foram unidas e vedadas com o auxilio de filme
PVC. Como testemunha, foram sobrepostas duas bases contendo apenas fungo
fitopatogénico.

As placas foram incubadas a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas por 9 dias.
Cada tratamento foi composto por cinco repeticdes em delineamento inteiramente
casualizado. As avaliacbes foram realizadas a cada trés dias e consistiram em
medi¢des do crescimento micelial da colénia do fitopatogeno em dois eixos (X e Y)
por meio de uma régua milimétrica. A partir dos dados, foi determinada a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM).

Efeito de extratos vegetais aquosos sobre o crescimento micelial de

Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

As amostras vegetais de aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius),
alamanda rosa (Allamanda blanchetti) e erva-cidreira (Lippia alba), foram maceradas
com o auxilio de almofariz e pistilo. As amostras secas e frescas foram diluidas em
agua destilada, coadas, e adicionadas em meio de cultura BDA ajustando para 10%
e 20% de extratos na concentracéo final do meio de cultura. O fungicida tebuconazol

foi utilizado no volume 0,2 mL, obtendo a concentracéo final de 0,20 ppm de
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tebuconazol no meio de cultura BDA.

Discos de oito milimetros de diametro de cultura do fungo fitopatogénico
foram transferidos para o centro, em cada placa de Petri de 5 cm, previamente
vertida com os extratos homogeneizados em suas devidas concentragces no BDA.
Estas placas foram vedadas com papel filme e incubadas em condi¢cdes ambiente a
(25 £ 2 °C) por 9 dias. As avaliacdes foram realizadas a cada trés dias, e consistiram
em medi¢des do crescimento micelial da coldnia do fitopatbgeno em dois eixos (X e
Y) por meio de uma régua milimétrica. A partir dos dados, foi determinada a

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM).

Avaliacdes

Todos os dados dos experimentos que foram obtidos pela formula de PICM,
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 1% de significancia, e para
0 caso de diferengas significativas entre os tratamentos, foi realizado teste de
agrupamento de medias de Scott Knott a 5%, utilizando o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2000).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Antagonismo de Trichoderma sp. a Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia

theobromae em teste de confrontacao direta.

O tratamento controle apresentou um crescimento radial regular, no entanto,
para os pareamentos entre Trichoderma e os isolados de Colletotrichum sp.,
diferentes graus de coloniza¢édo do patégeno foram observados (Tabela 1).

O grau de antagonismo de Coll 01 (Colletotrichum sp.) variou de acordo com
o isolado de Trichoderma sp., entretanto, ndo foi verificado antagonismo quatro e
cinco, que consistem na colonizacdo de ao menos 2/3 do total da placa pelos
isolados patogénicos. Trés dias apés o pareamento, foram observados efeitos

antagonicos proporcionados por 6 dos 8 isolados de Trichoderma avaliados.

Tabela 1. Grau de antagonismo (GA) em diferentes tempos de acordo com escala
de Bel et al. (1982) e porcentagem de inibicdo da colonizagdo micelial (PICM) de

Colletotrichum sp., exercido por Trichoderma spp..

Colletotrichum sp.

Tratamentos GA 3° dia GA 6° dia GA 9 dia PICM
Tricho 1 2,6 1,2 1 61,6 c*
Tricho 2 2,3 1 1 73,9 a
Tricho 3 2,6 1 1 61,3c
Tricho 4 2,7 1 1 61,0c
Tricho 5 2,3 1 1 67,3 b
Tricho 7 2,6 1 1 62,7 c
Tricho 8 3 2 1,8 545d
Tricho 9 3 1 1 58,0d
Controle 3 3 3 0,0e

CV% 8,14

*Médias seguidas por letras distintas na coluna pertencem a grupos diferentes, pelo teste de Scott knott, a 5% de

probabilidade.

Na segunda avaliacdo, aos seis dias, todos os isolados de Trichoderma
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apresentaram algum GA frente ao fungo patogénico, porém, apenas os isolados
Tricho 2, 3, 4, 5, 7 e 9 apresentaram GA 1, sobreposicdao de Trichoderma que
colonizou a superficie total do meio e reduziu a colénia do fitopatdgeno. Na ultima
avaliacdo, 12 dias ap0s o pareamento, o antagonismo foi mais evidenciado, sendo
observado GA 1 em todos os tratamentos, com excecéo do Tricho 8 (Tabela 1).

Aos nove dias apés a montagem do experimento, foi avaliada a porcentagem
de inibicdo proporcionada pelos isolados de Trichoderma ao fungo fitopatogénico. O
isolado Tricho 2 apresentou a maior porcentagem de inibicdo, 73%, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos.

Ao observar as placas do pareamento entre Tricho 2 e Coll 01, foi possivel
verificar que o micélio do antagonista colonizou as estruturas do Coll 01,
evidenciando que o principal mecanismo de acédo utilizado pelo isolado Tricho 2 foi o
micoparasitismo (Figura 1). Tal caracteristica ndo foi observada em dois isolados

avaliados, Tricho 8 (Figura 1C) e Tricho 9, que foram os isolados que apresentaram

as menores porcentagens de inibicao, 54 e 58 % respectivamente.

Figura 1- Controle Coll 01 apés 6 dias de crescimento (A); Colbnia do isolado de Trichoderma sp. Tricho 2
(a esquerda) sobrepondo a colénia de Coll 01 a direita) ap6s 6 dias de crescimento (B); Coldnia do
isolado de Trichoderma sp. Tricho 8 (& esquerda) ndo apresentando sobreposi¢do sobre a colénia de Coll
01 (a direita) ap6s 6 dias de crescimento (C).

Os resutaldos observados no presente estudo foram superiores aos obtidos
por Chacko e Gokulapalan (2015), que ao avaliarem o PICM de isolados de
Colletotrichum capsici em teste de pareamento de culturas com Trichoderma,
observaram apenas 55 % de inibicdo. Ja Padder e Sharma (2011), observaram 59%
de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum em cultivo
pareado com Trichoderma viride.

Com relagdo ao pareamento Trichoderma x Lasio 01, o fungo fitopatogénico

Lasio 01 (L. theobromae), apresentou maior resisténcia ao antagonismo. No primeiro
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dia de avaliagdo, apenas o isolado Tricho 5 apresetou GA ao Lasio 01 (2,6),
demonstrando uma sobreposicdo inicial. Apds nove dias essa sobreposicao
progrediu até atingir GA 1, evidenciando o Tricho 5 como o isolado que apresentou
maior GA ao Lasio 01(Tabela 2).

Tabela 2. Grau de antagonismo (GA) em diferentes tempos de acordo com escala
de Bel et al. (1982) e porcentagem de inibicdo da colonizacdo micelial (PICM) de

Lasiodiplodia theobromae exercido por Trichoderma spp..

Lasiodiplodia theobromae

Tratamentos

GA 3°dia GA 6° dia GA 9° dia PICM
Tricho 1 3 2,2 2 53,7 d*
Tricho 2 3 2,4 2.4 53,7d
Tricho 3 3 2,8 2,4 449 e
Tricho 4 3 3 1,8 639b
Tricho 5 2,6 1,8 1 78,1 a
Tricho 7 3 3 1,4 61,3c
Tricho 8 4 4.4 4,8 27,1 f
Tricho 9 3 3 3 451 e
Controle 3 3 3 0,09
CV% 3,36

*Médias seguidas por letras distintas na coluna pertencem a grupos diferentes, pelo teste de Scott knott, a 5% de
probabilidade.

Nove dias apds a montagem do experimento, foi avaliada o PICM
proporcionada pelos isolados de Trichoderma ao Lasio 01. O isolado Tricho 5
apresentou a maior porcentagem de inibicdo 78%, formando um grupo diferente dos
demais tratamentos. Os resultados obtidos no presente estudo sédo semelhantes aos
obtidos por Bhadra et al., (2014), que ao avaliarem o antagonismo In vitro de
Trichoderma viride sobre Lasiodiplodia theobromae em testes de confrontacao
direta, observaram uma inibicdo de 80% do crescimento do patogeno.

Assim como no experiemnto realizado com Coll 01, foi possivel verificar que o
principal mecanismo de acgéo utilizado pelo isolado Tricho 5 foi o micoparasitismo
(Figura 2C). Ja os isolados Tricho 8 (Figura 2B) e Tricho 9 que nao apresentaram

micoparasitismo, obtiveram PICM inferiores a 50%, com destaque para o tratamento
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Tricho 8 que apresentou 27%. Esse mesmo tratamento apresentou nota 4 (o
fitopatdégeno colonizou ao menos 2/3 da superficie do meio e resistiu a invaséo por

Trichoderma) ou superior de GA (Figura 2B), demonstrando a correlacao direta entre

a eficiéncia no micoparasitismo e o0 antagonismo em confrontacao direta.

Figura 2- Controle Lasio 01 (Lasiodiplodia theobromae) apds 6 dias de crescimento (A); Colénia do
isolado de Trichoderma sp. Tricho 8 (a esquerda) ndo apresentando sobreposi¢cdo sobre a colénia de
Lasio 01 (a direita) ap6s 6 dias de crescimento (B); Colbénia do isolado de Trichoderma sp. Tricho 5 (a
esquerda) sobrepondo a colénia de Lasio 01 (a direita) apés 6 dias de crescimento (C).

Mortuza e llag (1999), em testes de pareamento de culturas entre
Trichoderma sp. e L. theobromae, verificaram 67% de inibicdo do fungo
fitopatogénico. Os mesmos autores relataram que o principal mecanismo de acao
utilizado pelo isolado de Trichoderma sp. testado foi 0 micoparasitismo. Ou seja, a
capacidade que algumas espécies de Trichoderma tém de parasitar e/ou matar
outros fungos, caracteristica esta que despertou em muitos pesquisadores o
interesse por esse género fungico (MUKHERJEE et al., 2012).

A acdo de expresséao sequencial de enzimas degradadoras de parede celular,
sendo as mais comuns quitinases, glucanases e proteases, sdo fundamentais para o
sucesso do micoparasitismo de Trichoderma spp. a patégenos (HARMAN et al.,
2004). O padrao de induc&o ao micoparasitismo é diferente de acordo com o isolado
de Trichoderma (BENITEZ et al., 2004). Mas, acredita-se que de forma geral,
primeiramente, o Trichoderma identifique sinais da presenca do fungo hospedeiro,
cresca em direcdo a hifa hospedeira, enrole-se e forme estruturas denominadas
apressorios, que penetram na parede celular do hospedeiro, favorecendo a entrada
e posterior crescimento da hifa do Trichoderma (BENHAMOU, 1993). E assim um
processo sequencial, que envolve reconhecimento, contato, adeséo, competigdo por

nutrientes, expressao de genes especificos e secrecdo de metabdlitos antifungicos
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(BENITEZ et al., 2004).

Efeito de compostos nédo-volateis termoestaveis produzidos por Trichoderma

sp. sobre Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

Os compostos nao-volateis termoestaveis produzidos pelos isolados de
Trichoderma sp. apresentaram diferentes porcentagens de inibicdo no
Colletotrichum sp., que variou de acordo com o tempo de crescimento (Tabela 3).
Apés trés dias de incubacdo, o isolado Tricho 4 inibiu em 75% o Crescimento
micelial de Coll 01, formando grupo diferente dos demais tratamentos. Com 6 dias,
os tratamentos Tricho 8 e Tricho 4 foram os mais eficientes, inibindo o crescimento
micelial de Coll 01 em 70 e 71% respectivamente. No Ultimo dia de avaliacédo, os
mesmos tratamentos mantiveram-se como o0s mais eficientes, inibindo em 73%

para Tricho 8, e 69% para Tricho 4.

Tabela 3. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp.
por acdo dos compostos ndo-volateis termoestaveis produzidos por isolados de

Trichoderma spp.

Colletotrichum sp.

Tratamentos 3° Dia 6° Dia 9° Dia
Tricho 1 60,4d 579c 52,2c
Tricho 2 64,7 c 56,3 c 51,1c
Tricho 3 66,9 c 58,2c 54,8 c
Tricho 4 75,4 a 70,8 a 69,7 a
Tricho 5 61,7d 63,5b 59,7b
Tricho 7 378¢e 33,2d 38,2d
Tricho 8 70,8 b 71,7 a 73,5 a
Tricho 9 30,5f 28,9d 31,3e
Controle 0,09 0,0e 0,0f
CV% 5,8 7,6 8,9

*Médias seguidas por letras distintas na coluna pertenciam a grupo diferentes, pelo teste de Scott Knott, a 5%

de probabilidade.

Os resultados obtidos no presente estudo foram inferiores aos observados
por Padder et al.,, (2011), que em avaliacbes dos efeitos dos compostos nao-

volateis produzidos por Trichoderma sp. na concentracdo de 50%, sobre o
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crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum, agente causal da
antracnose do feijoeiro, relataram 100% de inibicdo do crescimento micelial do
fungo fitopatogénico. Entretanto, esses valores foram superiores aos relatados por
Joshi e Misra (2013), que constataram 51% de inibicdo no crescimento micelial de
Colletotricum falcatum. Ja Adebesin et al., (2009), relataram 60% de inibicdo no
crescimento micelial de Colletotrichum musae.

Analisando a Tabela 4, observa-se que compostos nao-volateis
termoestaveis produzidos pelos isolados de Trichoderma spp. Tricho 1, Tricho 2,
Tricho 3, Tricho 4 e Tricho 8, inibiram o crescimento micelial de Lasiodiplodia
theobromae aos trés e seis dias de avaliagbes, ja no nono dia, apenas os isolados
Tricho 2, Tricho 3 e Tricho 8 inibiram o crescimento do patégeno. O tratamento
controle, Tricho 5, Tricho 7 e Tricho 9, apresentaram 0% de inibicdo em todos os
dias avaliados, formando o mesmo grupo. E possivel observar que entre os
isolados de Trichoderma sp., diferentes porcentagens de antagonismo foram
visualizadas, variando de acordo com o isolado, contudo, o isolado Tricho 8
destacou-se em todos os dias avaliados, inibindo em 100% o crescimento micelial
do patégeno no terceiro dia, 98% no sexto e 86% no nono, diferindo

estatisticamente dos outros tratamentos.

Tabela 4. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Lasiodiplodia
theobromae por acdo dos compostos nao-volateis termoestaveis produzidos por

isolados de Trichoderma spp.

Lasiodiplodia theobromae

Tratamentos

3° Dia 6° Dia 9° Dia
Tricho 1 25,1 c* 125¢c 0,0c
Tricho 2 77,1b 55,7 b 34,2b
Tricho 3 77,4 b 54,1 b 309b
Tricho 4 149d 7,4d 0,0c
Tricho 5 00e 00e 0,0c
Tricho 7 00e 0,0e 0,0c
Tricho 8 100 a 98,3 a 86,8 a
Tricho 9 0,0e 0,0e 0,0c
Controle 0,0e 0,0e 0,0c

CV% 9.78 9.87 17.97
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*Médias seguidas por letras distintas pertencem a grupos diferentes pelo teste de Scott Knott, a 5% de

probabilidade.

De acordo com Demirci et al. (2011), diversos fatores apresentados por um
agente de controle biologico devem ser avaliados antes da escolha de um isolado
para testes em campo. Sendo assim, os testes de producdo de metabdlitos ndo-
volateis termoestaveis demonstram a estabilidade dos metabdlitos frente a altas
temperaturas que um solo de regides tropicais pode atingir.

Em trabalho avaliando a acdo de metabdlitos nao-volateis de quatro
espécies diferentes de Trichoderma sobre L. theobromae, Bhadra et al., (2014)
relataram que n&o ocorreu inibicdo do fungo patogénico. Resultados semelhantes
foram obtidos por Adebesin et al., (2009), que ao verificarem a auséncia de
inibicdo do crescimento micelial do L. theobromae em avaliagbes com compostos
nao-volateis de Trichoderma, informaram que na interacdo direta do fungo

fitopatogénico com os isolados de Trichoderma foi observado até 60 % de inibicdo

do crescimento micelial.

Figura 3- Controle Lasio 01 ap6s 9 dias de crescimento (A); Colbénia do Lasio 01 cultivado em meio de
cultura BDA acrescido 50% de compostos ndo-volatéis termoestaveis do isolado de Trichoderma sp.
Tricho 8 (B).

Segundo Benitez et al., (2004), diversos isolados de Trichoderma sp. sé
produzem compostos antimicrobianos eficientes quando ocorre contato com o
agente fitopatogénico. Neste contexto, o isolado Tricho 8 mostra-se muito
promissor, pois apresentou grande eficiéncia na producdo de metabdlitos
antfungicos na auséncia do fungo fitopatogénico, que inibiram em 86% o

crescimento micelial de um fungo fitopatogénico que apresenta grande resisténcia.
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Efeito de compostos volateis produzidos por Trichoderma sp. sobre

Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

Na tabela 5, é possivel verificar que compostos volateis liberados pelos
isolados de Trichoderma sp. inibiram o crescimento micelial de Coll 01, enquanto o
tratamento controle apresentou crescimento continuo. Porém, foi possivel observar
gue entre os isolados de Trichoderma sp., diferentes porcentagens de
antagonismo foram apresentadas, com destaque para o isolado Tricho 9, que
inibiu em 38% o crescimento micelial de Coll 01 no terceiro dia de avaliagdo. No
sexto dia, os isolados Tricho 1, 3, 5 e 9 foram os mais eficientes, ja no ultimo dia
de avalia¢cdes, os isolados Tricho 1, 2, 3, 5 e 9 foram 0s que apresentaram as

maiores porcentagens de inibi¢ao.

Tabela 5. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum sp.

por acdo dos compostos volateis produzidos por isolados de Trichoderma spp.

Colletotrichum

Tratamentos - . -
3°Dia 6° Dia 9° Dia
Tricho 1 30,6 b* 51,2a 55,2 a
Tricho 2 31,3b 50,0 a 54,6 a
Tricho 3 3240 525 a 555a
Tricho 4 26,7 c 440b 475b
Tricho 5 27,8 ¢ 50,0 a 53,8a
Tricho 7 26,9 c 45,4 b 442 b
Tricho 8 21,5d 379b 42,7b
Tricho 9 38,2 a 54,5 a 56,9 a
Controle 0,0e 0,0c 0,0c
CV% 12,2 10,2 10,5

*Médias seguidas por letras distintas pertencem a grupos diferentes, pelo teste de Scott Knott, a 5% de

probabilidade.

Os resultados verificados na Tabela 5 foram superiores aos descritos por
Almeida, (2009), que em avaliagcdo dos efeitos dos compostos volateis produzidos
por Trichoderma sobre Colletotricum spp., relataram inibicdo maxima de 38% apoés
10 dias de incubacao. Porém, foram semelhantes aos relatados por Lorenzetti et

al.,, (2011), que observaram inibicdo do crescimento micelial de Colletotrichum
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acutatum em 54%.

No experimento com o fungo Lasio 01, foi possivel a realizagdo de apenas
uma avaliacdo aos 3 dias (Tabela 6), devido a velocidade do crescimento micelial
do fungo fitopatogénico. Nessa avaliacao, foi verificado que o isolado Tricho 9
apresentou a maior porcentagem de inibicdo 46%, formando um grupo distinto dos

outros tratamentos.

Tabela 6. Porcentagem de inibicAo do crescimento micelial de Lasiodiplodia
theobromae por acdo dos compostos volateis produzidos por isolados de

Trichoderma.
Lasiodiplodia theobromae

Tratamentos -
3°Dia
Tricho 1 18,4 ¢
Tricho 2 246 Db
Tricho 3 159c
Tricho 4 17,7c
Tricho 5 12,0d
Tricho 7 17,2 c
Tricho 8 6,le
Tricho 9 46,6 a
Controle 0,0f
CV% 13,9

*Médias seguidas por letras distintas pertencem a grupos diferentes, pelo teste de Scott Knott, a 5% de

probabilidade.

Em trabalho em que foi avaliada a acdo de metabdlitos volateis de quatro
espécies diferentes de Trichoderma sobre L. theobromae, Bhadra et al., (2014)
relataram 33% de inibicdo do fungo fitopatogénico. Ja Silva et al.,, (2015),
relataram 10% de inibicdo micelial ao testarem metabdlitos volateis de isolados
comerciais de Trichoderma spp. sobre L. theobromae.

Os isolados de Trichoderma spp. mostram diversas habilidades como
agentes de biocontrole, uma das caracteristicas mais importantes é que o
antagonista atue por meio de mais de um mecanismo, combinando producéo de
compostos antifingicos volateis e nao-volateis, micoparasitismo, competicdo e
estimulo a defesa do hospedeiro (BETTIOL, 1991). Segundo Dennis e Webster
(1971), espécies de Trichoderma séo eficientes produtores de compostos volateis

em meio de cultura. Os mesmos autores descrevem que os antibidticos volateis
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sdo importantes no dominio do substrato pelo fungo, pois agem sobre fungos

suscetiveis por meio da inibigdo do crescimento micelial.

Efeito de extratos vegetais aquosos sobre o crescimento micelial de

Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobromae.

Na Tabela 7, pode-se observar que o extrato de alamanda rosa apresentou
os melhores resultados de inibicdo micelial do fungo fitopatogénico Colletotrichum
sp.. Na concentracdo 20%, a alamanda rosa inibiu 100% do crescimento micelial
do fungo em todos os dias avaliados, nao diferindo estatisticamente do tratamento
com tebuconazol aos 3 e 6 dias de avaliacdo, que também inibiu em 100%, no
entanto, no ultimo dia de avaliacdo, apenas o tratamento alamanda 20% manteve
0s 100% de inibigao micelial.

J4 na concentracdo 10% do tratamento alamanda rosa, o tebuconazol
apresentou o maior indice de inibicdo micelial do fungo 100% no dia 3, ndo
diferindo do tratamento alamanda 20% e tebuconazol que apresentaram 100% de
inibicdo, entretanto, nas avaliagbes dos dias 6 e 9, o tratamento alamanda 10%

nao manteve esse indice, que baixou para 87 e 74 % respectivamente.

Tabela 7. Efeito de extratos aquosos de alamanda rosa, aroeira e erva-cidreira em
diferentes concentracdes (10% e 20%) sobre a porcentagem de inibicdo do

crescimento de Colletotrichum sp.

Tratamentos Colletotrichum sp”.

3° dia 6° dia 9° dia
Alamanda 10% 100 a 87.8Db 74 c
Alamanda 20% 100 a 100 a 100 a
Aroeira 10% 222b 74 e 155e
Aroeira 20% 4,8d 15.1d 116e
Erva-cidreira 10% 23,1b 11.6d 18.1 e
Erva-cidreira 20% 8,7¢c 204 c 24 d
Tebuconazol 100 a 100 a 83,3b
Controle 0,0e 0,0f 0,0f
CV% 4,0 8,8 11,9

*Médias seguidas por letras distintas pertencem a grupos diferentes, pelo teste de Scott Knott, a 5% de

probabilidade.
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No experimento com o fungo fitopatogénico L. theobromae, sé foi possivel
realizar a avaliacdo até o terceiro dia de incubacdo. Por ser um fungo de
crescimento rapido, o L. theobromae colozinou todas as placas até o quinto dia de
avaliacao.

Observando a Tabela 8, € possivel verificar que entre 0s extratos vegetais, 0
extrato de alamanda 20% apresentou o maior indice de inibicdo do crescimento
micelial do fungo apds trés dias de incubacdo 39,7%, porém diferiu
estatisticamente do fungicida tebuconazol, que inibiu em 100% o crescimento
micelial do fungo apos 3 dias de incubacéo.

Tabela 8. Efeito de extratos aquosos de alamanda rosa, aroeira e erva-cidreira em
diferentes concentracdoes (10% e 20%) sobre a porcentagem de inibicdo do

crescimento de L. theobromae.

Lasiodiplodia theobromae®

Tratamentos 3° Dia
Alamanda 10% 13,6d
Alamanda 20% 39,7b
Aroeira 10% 05e
Aroeira 20% 16,2d
Erva-cidreira 10% 9,7d
Erva-cidreira 20% 255¢
Tebuconazol 100 a
Controle Of
CV% 9,8

*Médias seguidas por letras distintas pertencem a grupos diferentes, pelo teste de Scott Knott, a 5% de

probabilidade.

O potencial antimicrobiano do extrato da alamanda rosa foi descrito por
Trentin et al., 2011, que em experimentos avaliando o potencial medicinal de
plantas oriundas da caatinga, observaram a inibicdo de microrganismos quando
submetidos aos compostos da alamanda rosa.

Sijam et al., 2011, avaliaram extratos de diferentes espécies de alamandas
no controle do Colletotrichum sp. In vitro, observaram inibicdo de crescimento
micelial de 85 a 100%, quando cultivado em meio de cultura contendo extrato de
alamanda rosa. Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados no
presente estudo, porém vale ressaltar que os solventes utilizados no experimento

desses autores foram o cloroférmio, éter e metanol.
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J& Farah et al., 2013 observaram por meio de microscopio eletrébnico de
varredura que o extrato ativo de alamanda degradou as hifas do Colletotrichum
gloeosporioides, prejudicando assim seu crescimento. No mesmo experimento 0s
autores detectaram por meio de cromatografia gasosa-espectrometria de massa, a
presenca das substancias quimicas, plumericina sitosterol, estigmasterol,
esqualeno e y-tocoferol como componentes da alamanda e que sédo substancias
com potencial antifingico ja relatado em literatura (NEERMAN, 2003.; YENJIT et
al., 2010).

As avaliages In vitro servem como uma selecdo preliminar para avaliar a
capacidade antagonista de agentes biocontroladores promissores, indicando o
comportamento do antagonista, o que facilita uma melhor selecdo entre os
isolados, de modo a se observar os mais promissores para futuras avaliacbes em
casa de vegetacdo ou campo.

Os resultados dos experimentos realizados neste trabalho indicam que os
isolados de Trichoderma sp. Tricho 1, Tricho 2, Tricho 3, Tricho 4, Tricho 5, Tricho
7, Tricho 8 e Tricho 9 podem ser utilizados em experimentos em casa de
vegetacdo ou em campo, devido a suas propriedades como agentes de controle
biolégico aqui constadas, principalmente contra os fungos patogénicos do género
Lasiodiplodia e Colletotrichum. Entretanto, a selecdo do isolado de Trichoderma
deve ser realizada levando em consideracdo 0s mecanismos de acéo
apresentados por cada isolado, pois ao observar os resultados aqui relatados em
conjunto, é possivel verificar que os isolados que apresentaram maior eficiéncia no
teste de confrontacdo direta em cultura pareada, como os isolados Tricho 2 para
Coll 01 e Tricho 5 para Lasio 01, ndo foram os mais eficientes nos testes de
compostos volateis e nao-volateis. Ja4 os isolados Tricho 8 e Tricho 9, que
apresentaram maior eficiéncia nos testes de compostos volateis e ndo-volateis,
nao apresentaram micoparasitismo no teste de confrontagao direta.

Com relacdo aos extratos vegetais, o extrato de alamanda rosa agquoso
mostrou-se tédo eficiente, quanto o fungicida tebuconazol para o controle do
crescimento micelial do patégeno Colletotrichum sp.. Para o fungo Lasiodiplodia
theobroma, o extrato de alamanda rosa também foi o mais eficiente, entretanto,
apenas até o terceiro dia de avaliacbes. Se faz necessarios estudos mais

aprofundados com extratos de alamanda rosa, para verificar precisamente quais as



50
partes vegetais e quais solventes sdo mais adequados para produgédo de extratos,

gue possuam maiores efeitos sobre fungos fitopatégenos.

CONCLUSOES

Todos os isolados de Trichoderma spp. avaliados inibem o crescimento
micelial de Colletotrichum sp. e Lasiodiplodia theobroma, o que os tornam
antagonistas promissores.

O extrato aquoso de alamanda rosa a 20% mostrou-se eficiente no controle
do crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos Colletotrichum sp. em todos os

dias avaliados e Lasiodiplodia theobroma até o terceiro dia de avaliacao.
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ARTIGO 2

MICRORGANISMOS ANTAGONISTAS E EXTRATO DE ALAMANDA ROSA
(Allamanda blanchetti) NO CONTROLE DA ANTRACNOSE DO MAMAO

IArtigo a ser ajustado para posterior submissido ao Comité Editorial do periddico cientifico
Biological Control, em versdo na lingua inglesa.
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MICRORGANISMOS ANTAGONISTAS E EXTRATO DE ALAMANDA ROSA
(Allamanda blanchetti) NO CONTROLE DA ANTRACNOSE DO MAMAO

RESUMO: Com origem na América tropical, 0o mamao (Carica papaya L.) é uma das
frutas mais consumidas no mundo, porém doencas de origem fungicas limitam sua
producdo. A antracnose é uma doenca que causa podriddes pos-colheita,
diminuindo a durabilidade do fruto. Neste contexto, a proposta do presente trabalho
foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp., um isolado de Bacillus sp. e
extrato de Alamanda rosa (Allamanda blanchetti) no controle da antracnose em
frutos de mamé&o ‘Sunrise Solo’. Para tanto, frutos de maméo foram mergulhados por
cinco minutos nos seguintes tratamentos: Trat 1 — Trichoderma 2; Trat 2 —
Trichoderma 8; Trat 3 — Bacillus sp.; Trat 4 — Extrato de Alamanda rosa a 10%; Trat
5 — Fungicida Mancozeb (Mancozeb Nortox 800 WP®); 6 — Testemunha com
inoculacédo de Colletotrichum sp.; 7 - Testemunha s6 com espalhante adesivo. Apos
24 horas da imersdo dos frutos nos tratamentos, o fungo Colletotrichum sp. foi
inoculado nos frutos com e sem ferimentos, por meio de suspensao de esporos e
disco de BDA contendo estruturas do fungo. Apds seis dias de inoculacdo, foram
avaliados a eficiéncia dos tratamentos na inibicdo do crescimento das lesbes, a
esporulacdo e germinacdo de esporos de Colletotrichum sp., pH, °brix e perda de
massa fresca dos frutos. Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp.,
extrato de Alamanda rosa e Mancozeb. sao eficientes no controle de Colletotrichum
sp. em frutos de mamao em péds-colheita. O isolado Trichoderma 2 foi o mais
eficiente no controle do Colletotrichum sp., quando a inoculacéo foi realizada com
ferimentos, reduzindo as lesdes em 73,3%. Este isolado inibe a esporulacéo e a
germinacdo de esporos do fungo Colletotrichum sp., produzindo enzimas
degradadoras de parede celular. Os tratamentos ndo alteraram as caracteristicas

guimicas e morfologicas dos frutos.

Palavras chaves: Controle biolégico, Colletotrichum sp., Trichoderma spp.,

Bacillus sp..
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ANTAGONIST MICROORGANISMS AND ALAMANDA ROSA
(Allamanda blanchetti) EXTRACT IN THE CONTROL OF PAMMY
ANTHRACNOSIS

ABSTRACT: Originating in tropical America, papaya (Carica papaya L.) is one of the
most consumed fruits in the world, it is grown in more than 40 countries around the
world, but fungal diseases limit its production. Anthracnose is a disease that causes
post-harvest rot, reducing fruit durability. In this context, the purpose of the present
work was to evaluate the potential of Trichoderma spp. isolates, an isolate of Bacillus
sp. and extract of Alamanda rosa (Allamanda blanchetti) in the control of anthracnose
in 'Sunrise Solo' papaya fruits. For that, papaya fruits were immersed for five minutes
in the following treatments: Trat 1 — Trichoderma 2; Treat 2 — Trichoderma 8; Treat 3
- Bac 1; Treatment 4 — Extract of Alamanda Rosa at 10%; Treatment 5 — Mancozeb
Fungicide (Mancozeb Nortox 800 WP®); 6 — Control with Colletotrichum sp.
inoculation; 7 - Witness only with adhesive spreader. After 24 hours, the fungus
Colletotrichum sp. was inoculated with and without wounds, by means of spore
suspension and PDA disc containing fungal structures. After six days of inoculation,
the efficiency of treatments in inhibiting the growth of lesions, sporulation and
germination of Colletotrichum sp. spores, pH, obrix and loss of fresh fruit mass were
evaluated. The treatments Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., Alamanda
rosa extract and Mancozeb. are efficient in controlling Colletotrichum sp. in post-
harvest papaya fruits. The fungus Trichoderma 2 was the most efficient in controlling
Colletotrichum sp., when inoculation was performed with wounds, reducing injuries
by 73.3%. The Trichoderma 2 isolate inhibits sporulation and spore germination of
the fungus Colletotrichum sp., producing cell wall degrading enzymes. The
treatments did not change the chemical and morphological characteristics of the

fruits.

Keywords: Biological control, Colletotrichum sp., Trichoderma spp., Bacillus sp..
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INTRODUGCAO

O mamao (Carica papaya L.) é uma fruta de grande importancia comercial e
econdmica amplamente cultivada e consumida nas regides tropicais e subtropicais
(GAO et al., 2020). O Brasil destaca-se sendo o terceiro maior produtor mundial,
produzindo 1,1 milh&es de toneladas, ficando atras apenas da india com 6 milhdes e
da indonésia com 1,2 milhoes de toneladas da fruta (FAO, 2022). No Brasil, os
maiores produtores séo os Estados da Bahia e Espirito Santo, responsaveis por 78%
da produgéo Nacional (IBGE, 2021).

O maméo é um fruto climatérico, por isso, suas alteracfes resultantes do
amadurecimento ocorrem rapidamente, logo apds a colheita, desencadeadas pela
producdo do etileno e a elevacdo da taxa respiratoria (DANTAS et al., 2012). O
amadurecimento dos frutos é acompanhado de rapida perda de firmeza,
deterioragdo da qualidade e desenvolvimento de doengas, que reduzem
drasticamente a vida util do fruto (PAULL et al.,, 1997). As causas de perda pés-
colheita sdo o amadurecimento excessivo, frutos moles e danos por contusfes. No
entanto, h4 um consenso geral de que as doencas pos-colheita causadas por fungos
sdo o problema mais importante durante o manuseio e armazenamento (SINGH,
2010; KOLHAR et al., 2022).

As principais infeccdes fungicas pos-colheita associadas ao mamao séao
Colletotrichum spp. (antracnose), Fusarium spp. (podriddo de Fusarium), Alternaria
solani (mancha de Alternaria), Rhizopus stolonifer (podriddo mole de Rhizopus),
Penicillium digitatum (podriddo de Penicillium), Guignardia spp. (mancha de
Guignardia), Cercospora papayae (mancha preta de Cercospora) e peduncular
causada por um complexo de fungos (HEWAJULIGE e WILSON WIJERATNAM,
2010; KOLHAR et al., 2022).

Uma das principais doencas pos-colheita do mamédo é a antrachose
(Colletotrichum sp.). A antracnose, do grego “carvao” € uma doenca limitante para os
frutos de mamao, afetando a sua vida Util, podendo causar perdas de até 90% de
frutos em estacOes favoraveis a doenca (TATAGIBA et al, 2002). A antracnose do

mamoeiro, apesar de ocorrer nos frutos em qualquer estagio de desenvolvimento, é
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mais frequente nos frutos maduros. Seus danos a economia sao grandes, pois 0S
frutos infectados apresentam manchas decorrentes da doenca, aparéncia de
estragados e odor desagradavel, fazendo assim com que os frutos percam valor
comercial e fiquem improprios para o consumo humano (BAUTISTA-BANOS et al.,
2013; LIU et al., 2017). A infecgcao dos frutos ocorre ainda no campo, durante o seu
desenvolvimento e permanece quiescente até o amadurecimento (FISCHER et al.,
2017).

O desenvolvimento de tecnologias alternativas no manejo da antracnose pode
minimizar os prejuizos causados pela doenca. Neste cenario, a utilizacdo do controle
biolégico, utilizando espécies de microrganismos com comprovada eficiéncia no
controle de doencas de plantas, como Bacillus spp. e Trichoderma spp., juntamente
com extratos de espécies vegetais, que possuam propriedades fungitoxicas e/ou
fungistaticas como a alamanda rosa (Schinus terebinthifolius Raddi), pode ser uma
alternativa de controle ecologicamente correta e economicamente viavel. Com isso,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
Trichoderma spp., um isolado de Bacillus sp. e extrato de alamanda rosa (Schinus

terebinthifolius) no controle da antracnose em frutos de mamao ‘Sunrise Solo’.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Clinica Fitossanitaria da Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB) Cruz das Almas - BA. Foram utilizados os
isolados de Trichoderma spp., Tricho 2 e Tricho 8, sendo o Tricho 2 selecionado pela
eficiéncia no micoparasitismo e o Tricho 8 pela producdo de compostos antifingicos.
Os isolados BAC 1 de Bacillus sp. e Colletotrichum sp. foram adquiridos na colecao
da Clinica Fitossanitaria. Foi utilizado um extrato vegetal aquoso de folhas e ramos

de alamanda rosa (Allamanda blanchetii).

Eficacia de Trichoderma spp., extrato vegetal e Bacillus sp. contra lesGes de
Colletotrichum sp. em frutos de maméao em poés-colheita.

Frutos de maméao da variedade Sunrise Solo saudaveis sem danos fisicos,
sinais ou sintomas aparentes de doencas com tamanho e Estagio 3 (frutos com até
50% da superficie amarela) de maturacéo foram adquiridos diretamente do CEASA

do municipio Feira de Santana — BA. Cada fruto foi desinfestado com hipoclorito de
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sodio a 2% durante 5 min, esfregando a superficie suavemente para evitar danos a
epiderme, depois os frutos foram lavados com agua destilada estéril e deixados para
secar a temperatura ambiente por 20 min em papel absorvente.

Os tratamentos utilizados foram: Trat 1 — Tricho 2 na concentragdo 1 x 108
esporos mL1; Trat 2 — Tricho 8 na concentracédo 1 x 108 esporos mL?; Trat 3 — Bac 1
na concentracdo 1 x 10° UFC mL™; Trat 4 — Extrato de alamanda rosa a 10%; Trat
5 — Fungicida Mancozeb (Mancozeb Nortox 800 WP®) 1 g L%; 6 — Testemunha com
inoculacao de Colletotrichum sp.; 7 - Testemunha s6 com espalhante adesivo. Foi
acrescentado 0,1 mL L de espalhante adesivo Adesil® para auxiliar na aderéncia
dos tratamentos nos frutos.

A eficacia dos diferentes métodos de controle para suprimir 0
desenvolvimento de lesdes, foi testada adicionando os tratamentos 24 horas antes
da inoculacdo do patdégeno no fruto. Para a aplicacdo dos antagonistas e extrato
vegetal, uma suspensao aquosa de cada um dos isolados de Trichoderma spp. e de
Bacillus sp. e um extrato bruto a 10% de Allamanda blanchetii foram preparados e
adicionados em baldes plasticos de 5 litros, contendo 3 litros de agua destilada
estéril, ajustando a quantidade para a concentracao final desejada.

Os frutos foram mergulhados na solu¢do por 5 minutos. Apds esse periodo,
foram acomodados sobre papel absorvente para secarem em ventilacdo natural por
alguns minutos e, em seguida, colocados em sacolas plasticos por 24 horas. Apos
esse periodo, retirou-se os sacos e foram feitos ferimentos nos frutos com um
“carimbo” feito com uma borracha e alfinetes, com 0,5 cm de didmetro e 2 mm de
profundidade, em dois locais equidistantes. Sobre a superficie de uma das areas
feridas, foi depositado disco de micélio de Colletotrichum sp. cultivados em meio
BDA por 7 dias, na outra area ferida, foi aplicado vinte microlitros de suspenséo de
esporos de Colletotrichum sp. na concentracdo 1 x 10° esporos mL?. No mesmo
fruto, em posicdes equidistantes, foi depositado um disco de BDA contendo micélio
de Colletotrichum sp. e na outra extremidade, foi aplicado vinte microlitros do
patdgeno na concentracdo 1 x 108 esporos mL%, porém sem a presenca de lesdes

no fruto.

Em seguida, os frutos foram colocados em sacos plasticos com um algodao
umedecido, por 24 horas, com o objetivo de criar uma camara Umida para

estabelecimento do patdgeno. Depois desse periodo, retirou-se a camara Umida, e
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os frutos foram mantidos sobre a bancada em temperatura ambiente +25 °C, onde
foi avaliado o crescimento micelial das col6nias do Colletotrichum com o auxilio de
um paquimetro digital em intervalos de 24 horas, até o sexto dia. A partir dos dados
do sexto dia de avaliacao, foi determinada a porcentagem de inibicdo do crescimento
da lesdo (PICL) (MENTEN et al., 1976) pela férmula:

Diametro da testemunha — didmetro do tratamento x 100

Diametro da testemunha

Apoés a finalizagcdo das avaliagGes, foi realizado teste de germinacdo de
esporos de Colletotrichum sp.. A esporulacdo do Colletotrichum sp. foi avaliada em
cada tratamento, selecionando cinco frutos com lesGes que apresentavam sinais do
patdgeno dentro das repeticdes, apds seis dias da inoculacdo, por meio do preparo
de uma suspensédo de esporos, obtida pela adicdo de 10 mL de agua destilada nas
lesbes, raspagem desta com o auxilio de uma escova de dentes esterilizada e
filtracdo em gaze estéril. Posteriormente, uma aliquota de 10 pL da suspensao foi
pipetada na camara de Neubauer, na qual foi realizada a contagem de esporos totais
encontrados nos 4 quadrantes A.

Com os dados da contagem de esporos também foi calculado a porcentagem
de inibicdo da esporulacdo (PIE) de acordo com as formulas apresentadas a seguir:
PIE = (Etc-C / Etc) x 100, onde PIE: porcentagem de inibicdo da esporulagéo; Etc:
namero de esporos do tratamento controle; C: niumero de esporos do patdgeno
sobre influéncia dos isolados dos tratamentos. Em seguida, a suspensdo de esporos
foi mantida em temperatura ambiente por 24 horas para avaliagdo de germinacéo de
esporos. Ao término deste periodo, sob microscopio 6tico, realizou-se a contagem
de 100 esporos de cada tratamento em cinco repeticdes, separando 0S esporos
germinados e ndo germinados. Como esporo germinado, foi considerado o esporo
gue apresentou tubo germinativo de qualquer tamanho ou largura. Os dados foram
transformados em porcentagem de germinacdo pela mesma formula de PIE,
substituindo os esporos, por esporos germinados.

Os resultados foram previamente submetidos a teste de normalidade

(Shapiro-Wilk). Como os dados atenderam as pressuposi¢oes de normalidade, foram
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submetidos a andlise de varidncia. Para a comparacdo das médias, foi realizado
teste de agrupamentos de medias Scott Knott a 5%, utilizando o programa estatistico
SISVAR verséo 5.3 Build 77 (FERREIRA, 2011).

Analises pos-colheita dos frutos

No ultimo dia de avaliacéo, foram realizadas as analises de pH, °Brix e perda
de massa fresca dos frutos. A perda de massa fresca foi determinada pela diferenca
obtida entre a pesagem inicial dos frutos e a pesagem final, sendo os valores
expressos em porcentagem.

Os teores de Sdlidos soluveis (SS) foram determinados por leitura direta por
meio de um refratdmetro manual, sendo os resultados expressos em °Brix.

O pH das amostras foi determinado a partir da amostra de 10 g da polpa do
mamao triturada e diluida em 40 mL de agua destilada. A avaliacao foi realizada com
o auxilio do peagametro digital.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com sete tratamentos e quatro repeticdes. Cada unidade experimental
foi composta por trés frutos com quatro inoculagcdées em cada fruto.

Os resultados foram previamente submetidos a teste de normalidade
(Shapiro-Wilk). Como os dados atenderam as pressuposi¢des de normalidade, foram
submetidos a analise de variancia. Para a comparacao das médias, foi realizado
teste de agrupamentos de medias Scott Knott a 5%, utilizando o programa estatistico
SISVAR versao 5.3 Build 77 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, é possivel observar que o tratamento Tricho 8 foi 0o mais
eficiente na reducado da lesédo causada pelo fungo Colletotrichum sp. nos frutos de
mamao, quando a inoculacdo do fitopatégeno foi realizada com suspensdo de
esporos e sem ferimentos no fruto, apresentado a maior porcentagem de inibicéo,
97%, formando grupo separado dos demais tratamentos. Os tratamentos Tricho 2,
Bacl, alamanda e Mancozeb néo diferiram estatisticamente entre si. Com relacéo
ao uso da suspensao no ferimento, os tratamentos Tricho 2 e Alamanda obtiveram

0s maiores indices de inibicdo 77,3% e 55,2%, n&o diferindo estatisticamente. Os
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tratamentos Tricho 8, Bacl, e Mancozeb pertenceram ao mesmo grupo, inibindo o
crescimento da lesdo em 35,2%, 22,8% e 44,4% respectivamente.

Dentre os tratamentos inoculados com discos de BDA sem ferimentos no
fruto, Bac 1 com 67,8% e alamanda com 73,3% foram oS mais promissores na
inibicdo das lesdes causadas por Colletotrichum sp.. Na inoculagdo com disco de
BDA em ferimento, o tratamento Tricho 2 apresentou a maior porcentagem de

inibicdo, 72,3%, formando grupo isolado dos demais tratamentos.

Tabela 1. Média do didmetro (cm) e porcentagem de inibicdo das lesbes de
Colletotrichum sp. em frutos de maméao ‘Sunrise Solo’, com duas formas de
inoculacéo (suspenséo e disco de BDA, com ferimento (CF) e sem ferimento (SF),
imersos em diferentes tratamentos: Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp.,

extrato de alamanda rosa e Mancozeb.

Suspenséao Disco BDA

Tratamentos

SF SF% CF CF% SF SF% CF CF%
Tricho 2 0,30b* 72,7 023a 77,3 056b 48,6 0,58a 72,3
Tricho 8 0,03 a 97,2 0,65b 35,2 0,68b 37,6 12b 42,8
Bac 1 0,45b 59 0,78b 22,8 0,35a 67,8 1,0b 52,3
Alamanda 0,30b 72,7 045a 552 0,29a 73,3 1,3b 38
Mancozeb 0,38 b 65,4 0,56 b 44.4 0,53b 51,3 0,96 b 54,2
Testemunha l1lc 0 1,00c 0 1,09c 0 2,10c 0
CV% 5,48 12,14 8,5 8,4

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade.

Dentre os tratamentos, o Tricho 2 apresentou os melhores resultados quando
foram realizados ferimentos nos frutos (Figura 1).

Os resultados obtidos no presente trabalho foram superiores aos encontrados
por Mendes et al., (2020), ao avaliarem espécies de Trichoderma no controle da
antracnose do mamoeiro In vitro, inoculando os frutos com disco de BDA e
ferimentos, obtiveram 33,32 e 32,6 % de inibicAdo das lesdes. Ja& Oliveira et al.,
(2016) encontraram resultados semelhantes a este trabalho, ao estudar o controle
da podriddo po6s-colheita causada por Colletotrichum sp. em bananeira. Entre os
antagonistas utilizados, o fungo Trichoderma sp. foi 0 mais eficaz, com percentual de
inibicdo de 56%.
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Com relacdo a inoculacdo sem ferimentos, quando realizada com suspencéo
de esporos, o tratamento Tricho 8 foi o mais eficiente, inibindo 97,2% das lesdes.
Este isolado foi escolhido na colecdo de microrganismos devido a sua alta producao
de metabdlitos antifungicos, que foram observados em experimentos In vitro.

Esses resultados estdo de acordo com as caracteristicas de acdo do
Trichoderma sp., O sucesso de uma cepa de Trichoderma depende de suas
propriedades, tais como, atividade micoparasitica, rapida taxa de crescimento,
capacidade de utilizar diferentes substratos, producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares e metabdlitos secundarios de baixo peso molecular e antimicrobianos,
gue sao capazes de inibir o crescimento do fitopatégeno alvo, podendo ser volateis
ou ndo (CARVALHO et al., 2014).

Figura 1: Frutos de mamaéo ‘Sunrise Solo’ inoculados com Colletotrichum sp., submetidos a
diferentes. Figura A, testemunha s6 inoculada com patégeno. Figura B, Trichoderma 2. Figura C,
tratamento Trichoderma 8. Figura D, tratamento Bac 1. Figura E, tratamento extrato de Alamanda
rosa. Figura F, tratamento Mancozeb.

O tratamento Bac 1 foi 0 mais promissor juntamente com o0 extrato de
alamanda, quando os frutos foram inoculados com suspensédo de esporos, com
ferimento. Esses resultados com o Bac 1 divergem dos encontrados por Mendes et
al., (2020), que em experimento utilizando isolados de Bacillus spp., obtiveram
31,1% de indice de inibicAo da lesdo, entretanto vale ressaltar que neste

experimento os autores inocularam os frutos com ferimentos.
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Com relagdo ao extrato de alamanda, os resultados corroboram com os
encontrados por Demartelaere et al., 2015, que ao avaliar o efeito sobre a ocorréncia
natural da antracnose em frutos de maméao ‘Sunrise Solo’, observaram que a
alamanda reduziu a severidade da doenca.

J& Farah et al.,, 2013, observaram por meio de microscépio eletrdnico de
varredura que o extrato ativo de alamanda degradou as hifas do Colletotrichum
gloeosporioides, prejudicando assim seu crescimento. No mesmo experimento 0s
autores detectaram por meio de cromatografia gasosa-espectrometria de massa, a
presenca das substancias quimicas, plumericina sitosterol, estigmasterol,
esqualeno e y-tocoferol como componentes da alamanda, que sdo substancias
com potencial antifingico ja relatado em literatura (NEERMAN, 2003.; YENJIT et
al., 2010), provavelmente, a presenca destes compostos foi responsavel pelos
resultados obtidos no experimento.

Apesar de ter sido inserido no experimento apenas como comparativo, 0
fungicida Mancozeb apresentou os menores indices de porcentagem de inibicdo da
lesdo. Esse resultado diferiu dos encontrados por Franco et al. (2012), que ao
avaliarem extratos vegetais e fungicidas no controle da antracnose em frutos de
mamao, o fungicida Mancozeb apresentou os maiores indices de inibicéo.

Existem atualmente dez ingredientes ativos registrados no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento liberados para o manejo de doencas em
mamoeiro, mas nenhum desses € autorizado para ser empregado na fase de pos-
colheita (AGROFIT, 2022). Porém, esta pratica ndo € incomum, com alguns
produtores aplicando os fungicidas que s&o autorizados para a utilizagdo durante a
fase de producéo, na fase de pés-colheita.

Ao avaliar a porcentagem de inibicdo de esporulagdo (PIE) (Tabela 2), o
tratamento Tricho 2 apresentou as maiores porcentagens de inibicdo 62,9%. O
mesmo tratamento foi 0 mais promissor na inibicdo da porcentagem de germinacéo,
obtendo 67,5% de inibicéo.
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Tabela 2. Porcentagem de inibicdo da esporulagédo (PIE) e Porcentagem de
inibicAo da germinacdo (PIG) de esporos de Colletotrichum sp. em frutos de
mamao ‘Sunrise Solo’, imersos em diferentes tratamentos: Trichoderma 2,
Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de alamanda rosa e Mancozeb.

Tratamentos PIE % PIG %
Trichoderma 2 62.9 a* 67,5a
Trichoderma 8 53,2 b 229b
Bac 3 258 ¢ 12,8b
Alamanda 0,0d 130D
Mancozeb 23,3¢c 28,8 b
Testemunha 0,0d 0,0c

CV% 23,2 48,2

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott
Knott a 5% de probabilidade.

Ao avaliar os esporos de Colletotrichum sp., retirados de uma leséo que
estava sendo colonizada pelo isolado de Trichoderma sp. Tricho 2 em microscépio
optico, foi possivel observar que a parede celular dos esporos do patégeno estavam
degradas, indicando a acdo de enzimas degradadoras da parede celular do fungo
(Figura 2).
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Figura 2: Esporos de Colletotrichum sp. apresentando degradagdo na
parede celular devido aos efeitos de compostos liberados pelo isolado de
Trichoderma sp. Tricho 2.

Harman et al., 2004, descrevem que espécies de Trichoderma produzem
enzimas degradadoras de parede celular, sendo as mais comuns quitinases,
glucanases e proteases, que sao fundamentais para o sucesso do micoparasitismo

de patégenos.

Analises pos-colheita dos frutos

Na Tabela 3, em todas as andlises avaliadas os tratamentos nédo diferiram da
testemunha 2, em que foi aplicado apenas agua destilada nos frutos. Para Chitarra e
Chitarra (2005), o maximo aceitavel para perda de massa em frutos e hortalicas de
forma a ndo comprometer a aparéncia € 10%. De acordo com os dados obtidos no
presente trabalho, todos os tratamentos estdo em consenso com a afirmacgéo dos

autores.

Tabela 3. Avaliacdo da perda de massa de frutos (g), porcentagem de perda de
massa, solidos soluveis (SS%) e pH em frutos de mamao ‘Sunrise Solo’, imersos
em diferentes tratamentos: Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de

alamanda rosa e Mancozeb.

Perda de Perda de
Tratamentos SS (%) pH
Massa (9) Massa (%)
Trichoderma 2 325a 57 10,1 a 55a
Trichoderma 8 345a 6,4 99a 54a
Bac 3 35,4 a 59 9,6 a 55a
Alamanda 32,7a 4.7 10,3 a 55a
Mancozebe 358a 5,6 10,3 a 55a
Testemunha 1 36,3 a 5,8 9,6 a 55a

Testemunha 2 36,6 a 6 10,3 a 55a
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CV% 24,2 9,06 2,11

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste Scott
knott a 5% de probabilidade.

Para os teores de sdlidos solaveis dos frutos, ndo ocorreu diferenca
estatistica entre os tratamentos avaliados, evidenciando que os teores de acgucares
dos frutos n&o foram alterados com os tratamentos. Alves et al., 2020, encontraram
resultados semelhantes, em seus experimentos, em que foi relatado ndo haver
diferenca significativa quanto ao teor de solidos sollveis de frutos de mamao
‘Sunrise Solo’, tratados com suspensao de Trichoderma, Bacillus sp. e fungicida.

Segundo Oliveira & Fernandes 2010, o pH expressa a intensidade da
condicdo 4cida ou béasica de um meio qualquer, cuja determinacédo é feita com a
utiizacdo de um potencibmetro e eletrodos. O pH é importante para as
determinacdes de deterioracdo do alimento com o crescimento de microrganismos,
atividade das enzimas, retencdo de sabor e odor de frutas. Figueiredo Neto et al.,
2013, relata que o pH ideal do maméao esta entre 4,5 e 6,0. De acordo com 0s
resultados obtidos no presente estudo, todos os tratamentos estao nesta faixa.

Os resultados obtidos no presente estudo, evidenciaram que fungos do
género Trichoderma spp., bactérias do género Bacillus spp e extrato aquoso de
alamanda rosa a 10%, apresentaram capacidade de controlar Colletotrichum sp..
Diante desses resultados pode-se afirmar que tais controles alternativos apresentam
potencial para serem utilizados isolados ou de forma integrada em futuros

experimentos em condi¢cbes de campo.

CONCLUSOES

Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de
Alamanda rosa e Mancozeb. s&o eficientes no controle de Colletotrichum sp. em
frutos de mamao em pos-colheita.

O isolado Trichoderma 2, inibe a esporulacdo e a germinacédo de esporos do
fungo Colletotrichum sp., produzindo enzimas degradadoras de parede celular.

Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de
Alamanda rosa e Mancozeb, ndo alteram a perda de massa, sélidos soluveis e o pH



dos frutos.
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ARTIGO 3

MICRORGANISMOS ANTAGONISTAS E EXTRATO DE ALAMANDA NO
CONTROLE DA INCIDENCIA NATURAL DE ANTRACNOSE E PODRIDAO
PEDUNCULAR DO MAMAO

1Artigo a ser ajustado para posterior submissédo ao Comité Editorial do periddico cientifico
Biological Control, em verséo na lingua inglesa.
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MICRORGANISMOS ANTAGONISTAS E EXTRATO DE ALAMANDA NO
CONTROLE DA INCIDENCIA NATURAL DA ANTRACNOSE E PODRIDAO
PEDUNCULAR DO MAMAO

RESUMO: O mamao (Carica papaya L.) é um fruto altamente perecivel e suscetivel a
doencas pos-colheita. Entre as principais doencas, a antrachose e a podridao
peduncular destacam-se por limitar a vida atil dos frutos. Assim, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp., um isolado
de Bacillus sp. e extrato aquoso de alamanda rosa (Schinus terebinthifolius) no
controle da ocorréncia natural da antracnose e podriddo peduncular em frutos de
mamao ‘Sunrise Solo’. Para tanto, foram realizados ensaios de porcentagem de
inibicdo do ndmero de lesdes naturais de antracnose e reducdo do indice de
podriddo peduncular em frutos de mamao. Nos ensaios, os frutos foram imersos por
5 minutos em baldes contendo os tratamentos: Trichoderma 2, Trichoderma 8,
Bacillus sp., extrato de alamanda rosa 10%, Mancozeb e testemunha (apenas agua).
Apoés as avaliacfes foi constatado que os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma
8, Bacillus sp., extrato de alamanda rosa e Mancozeb s&o eficientes na redugdo da
ocorréncia natural de lesbes da antracnose em frutos de maméao em pdés-colheita.
Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de
alamanda rosa e Mancozeb, apresentaram pouca ou nenhuma eficiéncia na reducao

do indice da ocorréncia natural da podridao peduncular do mamao.

Palavras chaves: Controle biologico, Trichoderma spp., Bacillus sp., Controle

alternativo, Fitossanidade, Doencas pds-colheita.
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ANTAGONIST MICROORGANISMS AND ALAMANDA EXTRACT IN THE
CONTROL OF THE NATURAL INCIDENCE OF ANTHRACNOSIS AND STEM ROT
OF PAPAYA.

ABSTRACT: Papaya (Carica papaya L.) is a highly perishable fruit and is
susceptible to post-harvest diseases. Among the main diseases that affect the fruits,
anthracnose and peduncular rot stand out for limiting the shelf life of the fruits. Thus,
the present work aimed to evaluate the potential of Trichoderma spp. isolates, an
isolate of Bacillus sp. and aqueous extract of Alamanda rosa (Schinus
terebinthifolius) in the control of the natural occurrence of anthracnose and stem rot
in 'Sunrise Solo' papaya fruits. For that, assays of percentage of inhibition of the
number of natural lesions of anthracnose and reduction of the index of stem rot in
papaya fruits were carried out. In the tests, the fruits were immersed for 5 minutes in
buckets containing the treatments: Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp.,
Alamanda rosa extract 10%, Mancozeb and control (water only). After the
evaluations, it was found that the treatments Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus
sp., Alamanda rosa extract and Mancozeb are efficient in reducing the natural
occurrence of anthracnose lesions in papaya fruits in post-harvest. The treatments
Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., Alamanda rosa extract and Mancozeb,
showed little or no efficiency in reducing the rate of natural occurrence of papaya

stem rot.

Keywords: Biological control, Trichoderma spp., Bacillus sp., Alternative control;
Plant health, Postharvest diseases.
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INTRODUGCAO

O mamao (Carica papaya L.) € um fruto altamente perecivel e suscetivel a
doencas pos-colheita. Entre as principais doencas que acometem os frutos, a
antracnose e a podridao peduncular destacam-se por limitar a vida Gtil dos frutos. O
fruto manchado por doencgas fungicas ndo é comercializado no mercado externo ou
no mercado interno mais exigente e, quando comercializado para o consumidor
menos exigente, sofre grande desvalorizacdo comercial (COSTA; PACOVA, 2003,
KUHLCAMP et al., 2022).

A podriddo peduncular € uma das doencas que mais causam prejuizos na
pés-colheita do maméo e tem como agente causal, um complexo de fungos. Neste
complexo de patégenos estdo envolvidos fungos como Colletotrichum spp.,
Fusarium spp., Phoma caricae-papayae (Tarr.), Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maulb., Phomopsis caricae-papayae Petr. & Cif., Rhizopus sp. (Ehrenb.,
Fr.) Vuill. e Phytophthora palmivora, estas doengas ocorrem quando o fungo penetra
o pedunculo com ferimentos ou em aberturas entre o pedunculo e o fruto (NERY-
SILVA, 2007; TERAO et al., 2019).

As perdas ocasionadas pela podriddo peduncular podem ocorrer ainda nos
pomares, ocasionando a reducdo da produtividade dos mamoeiros e, em uma fase
posterior, a diminuicdo da longevidade produtiva do pomar (JUNQUEIRA et al.,
1996). O controle da doenca € dificultado em razao da variada gama de hospedeiros
do fungo. O controle quimico ndo tem demonstrado eficiéncia, sendo entdo indicada
a utilizacdo de uma série de medidas alternativas de controle como a termoterapia e
o controle biolégico (TAVARES, 1995, PEREIRA et al., 2006; MANGOLIN et al.,
2019).

Dentre as principais doencas que atacam os frutos de maméo, destaca-se a
antracnose por limitar a vida util dos frutos. Mesmo sem apresentar sintomas ou
sinais quando colhidos, a doenca se manifesta na fase de pds-colheita, durante o
armazenamento e o transporte, o que torna os frutos improprios para o comeércio,
causando significativo percentual de perdas. De forma geral, esta doenca é
associada ao fungo Colletotrichum gloesporioides como agente causal. Entretanto,

este género apresenta um complexo de espécies associadas a antracnose, que sao
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morfologicamente semelhantes, mas geneticamente diferentes, porém, causam o

mesmo quadro sintomatoldgico (LIMA et al., 2012).

Neste cenario, a utilizacdo do controle biolégico utilizando espécies de
microrganismos com comprovada eficiéncia no controle de doencas de plantas,
como Bacillus spp. e Trichoderma spp., juntamente com extratos de espécies
vegetais, que possuam propriedades fungitoxicas e/ou fungistaticas como a
alamanda rosa (Schinus terebinthifolius Raddi), pode ser uma alternativa de controle
ecologicamente correta e economicamente viavel. Com isso, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp., um isolado
de Bacillus sp. e extrato aquoso de alamanda rosa (Schinus terebinthifolius) no
controle da ocorréncia natural da antracnose e podriddo peduncular em frutos de

mamao ‘Sunrise Solo’.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Clinica Fitossanitaria da Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), em Cruz das Almas - BA. Foram utilizados
os isolados de Trichoderma spp., Trichoderma 2 e Trichoderma 8, sendo o
Trichoderma 2 selecionado pela eficiéncia no micoparasitismo e o Trichoderma 8
pela producdo de compostos antifungicos. O isolado Bacl de Bacillus sp. foi
adquirido na cole¢do da Clinica Fitossanitaria. Foi utilizado um extrato vegetal

aguoso de folhas e ramos de alamanda rosa (Allamanda blanchetii) a 10%.

Eficacia de Trichoderma spp., extrato vegetal e Bacillus sp. na inibicdo da
ocorréncia natural de les6es de antrachose em frutos de mamao ‘Sunrise Solo’
em poés-colheita.

Frutos de mamao da cultivar ‘Sunrise Solo’ saudaveis sem danos fisicos, sem
sinais ou sintomas aparentes de doencas com aproximadamente 500 g e Estagio 2
(frutos com até 25% da superficie amarelada) de maturacdo foram adquiridos
diretamente do CEASA do municipio de Feira de Santana — BA. Cada fruto foi
desinfetado com hipoclorito de sédio a 2% durante 5 min, esfregando a superficie
suavemente para evitar danos a epiderme. Em seguida os frutos foram lavados com

agua destilada estéril e deixados para secar a temperatura ambiente por 20 min em
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papel absorvente.

Os tratamentos utilizados foram: Trat 1 — Trichoderma 2 na concentragao 1 x
108 esporos mL?; Trat 2 — Trichoderma 8 na concentragdo 1 x 102 esporos mL™;
Trat 3 — Bac 1 na concentragdo 1 x 10'°© UFC mL; Trat 4 — Extrato de alamanda
rosa a 10%; Trat 5 — Fungicida Mancozeb (Mancozeb Nortox 800 WP®) 1 gL; 6 —
Testemunha s6 com espalhante adesivo. Foi acrescentado 0,1 mL L de espalhante
adesivo Adesil® para auxiliar na aderéncia dos tratamentos dos frutos.

Para a aplicacdo dos antagonistas e extrato vegetal, uma suspenséo aquosa
de cada um dos isolados de Trichoderma spp. e de Bacillus sp. e um extrato bruto
de Allamanda blanchetii foram preparados e adicionados em baldes plasticos de 5
litros, contendo 3 litros de agua destilada estéril, ajustando a quantidade para a
concentracéo final desejada. Os frutos foram mergulhados na solucédo por 5 minutos
(Figura 1). Apos esse periodo, os frutos foram acomodados sobre papel absorvente
para secarem em ventilagcdo natural por alguns minutos e, em seguida, foram

mantidos sobre a bancada em temperatura ambiente +25 °C.

-_— il

Figura 1: Imersao dos mamdes no tratamento extrato de alamanda rosa 10%.

As avaliacbes foram realizadas aos 3, 5 e 7 dias ap0s a aplicagcdo dos
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tratamentos e consistiram na contagem de lesfes caracteristicas de antracnose que

surgiram naturalmente por fruto. Foram nove repeticdes sendo cada repeticdo de um
fruto. A partir dos dados, foi determinada a porcentagem de inibicdo do nimero de
lesbes (PINL) (MENTEN et al., 1976) pela formula:

Diametro da testemunha — didmetro do tratamento x 100

Diametro da testemunha

Os resultados foram previamente submetidos a teste de normalidade
(Shapiro-Wilk). Como atenderam as pressuposicdes de normalidade, foram
submetidos & analise de variancia. Para a comparacdo das médias, foi realizado
teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR
versdo 5.3 Build 77 (FERREIRA, 2011).

No sétimo dia, foi realizada a avaliacdo de podriddo peduncular, onde os
frutos foram cortados longitudinalmente com o auxilio de uma faca, posteriormente
foram atribuidas notas aos sintomas, de acordo com a escala de notas de

severidade da doenca proposta por Nery-Silva et al., 2007 (Figura 2).

Figura 2. Escala de notas para avaliacdo de sintomas de podriddo peduncular no
mamao (NERY-SILVA et al., 2007).

7

A escala de severidade da doenca é representada por. 1- Auséncia de
sintomas da podridao peduncular, 2- Presenca de pequenas pontuacoes (até 3 mm),
aguosas superficiais na regido do pedunculo, 3- Presenca de lesdes aquosas ou

mumificadas, ndo coalescentes, abrangendo maior area em torno do pedudnculo, 4-
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Presenca de lesdes coalescentes, com aspecto translicido ou mumificado, limitando-

se a regido peduncular, e 5- Lesdes semelhantes as descritas para a nota 4,
abrangendo maior extensdo na polpa do fruto, podendo chegar até a cavidade das

sementes, com excessivo amaciamento dessa regido.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com nove
repeticbes por tratamento, sendo cada fruto uma repeticdo, entretanto, o tratamento
controle foi avaliado primeiro para a verificagdo de quantos frutos estavam
apresentando sintomas internos de podriddo peduncular. A partir das notas, 0s
dados foram transformados para serem calculados os indices da doenca (ID),
utilizando a formula de McKinney (MCKINNEY, 1923), onde ID = X (grau da escala x

frequéncia) x100/ (N° total de unidades x grau maximo da escala).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar a Tabela 1, foi possivel verificar que no terceiro dia de avaliagdo
todos os tratamentos inibiram significativamente o nimero de lesbes de antracnose
nos frutos de mamoeiro, com destaque para o tratamento alamanda rosa que inibiu
em 88,7% a porcentagem do numero de lesdes (PINL), porém, nao diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos. No quinto dia de avaliacdo, novamente,
todos os tratamentos avaliados inibiram o crescimento de lesdes, com a alamanda
rosa destacando-se, por apresentar 75,7 % de PINL. Ja no sétimo dia, os
tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp. e alamanda rosa obtiveram
os melhores resultados de PINL, ndo diferindo estatisticamente, do tratamento

alamanda rosa que inibiu as lesdes em 88,5% (Figura 3).
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Tabela 1. Porcentagem de inibicdo do nimero de lesdes de antracnose em frutos
de maméao ‘Sunrise Solo’, imersos em diferentes tratamentos: Trichoderma 2,

Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de alamanda rosa, Mancozeb e testemunha.

Tratamentos 3 Dias 5 Dias 7 Dias
Trichoderma 2 77,5 a* 68,2 a 66,2 ab
Trichoderma 8 65,0 a 743 a 65,5 ab
Bac 1 79,3 a 715a 70,1 ab
Alamanda 88,7 a 75,7 a 88,5a
Mancozeb 63,4 a 55,8 a 52,3 b
Testemunha 0,0b 0,0b 00c
CV% 33,2 39,06 39,6

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.

Os resultados observados no presente trabalho diferem dos encontrados por
Demartelaere et al., 2015, onde, ao avaliarem a ocorréncia natural de antracnose em
mamoes da variedade ‘Sunrise Solo’, relataram que o 6leo essencial de alamanda
rosa ndo apresentou eficiéncia na reducdo do numero de lesbes de antracnose.
Entretanto, vale salientar que os autores utilizaram Oleo essencial, uma forma
diferente de extracdo dos metabdlitos secundarios que sdo responsaveis pela acéo
antifingica. Os mesmos autores avaliaram produtos alternativos na reducdo da
severidade das lesGes de antracnose e constataram que o 6leo de alamanda rosa foi

o produto mais eficiente na reducao da severidade da doenca.
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Figura 3: Frutos de mamao ‘Sunrise Solo’ submetidos a diferentes tratamentos. (A), testemunha. (B),
tratamento Trichoderma 2. (C), tratamento Trichoderma 8. (D), tratamento Bac 1. (E), tratamento extrato
de alamanda rosa. (F), tratamento Mancozeb.

Ja Farah et al. (2013), reduziram a severidade da antracnose em frutos de
mamao ‘Sunrise Solo’ em 75% utilizando extrato etandlico de alamanda rosa. No
mesmo experimento 0s autores investigaram 0S compostos presentes na
alamanda rosa que poderiam ter agcédo contra o Colletotrichum sp., foram eles a
plumericina sitosterol, o estigmasterol, o esqualeno e o y-tocoferol, os quais sao
substaacias com potencial antifingico ja relatado em literatura (NEERMAN, 2003.;
YENJIT et al., 2010), provavelmente estes compostos foram os responsaveis pelos
resultados obtidos também no presente experimento.

Hasan et al., 2012, avaliaram isolados de Bacillus sp. no controle da
antracnose, os resultados mostraram que o Bacillus sp. foi responsavel por inibir
em 62% a severidade da doenca, resultados semelhantes aos encontrados no
presente estudo com o isolado de Bacillus sp, Bac 1. A inibicdo dos fungos por
metabolitos produzidos por isolados de Bacillus, esta ligada diretamente a
presenca de antibibticos. Esses compostos incluem predominantemente peptideos

(KATZ; DEMAIN, 1977), que séo sintetizados ribossomicamente ou n&o-
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ribossomicamente (STEIN, 2005). Os antibi6ticos peptidicos ribossémicos séo

sintetizados durante o0 crescimento ativo da bactéria, enquanto 0s nao-
ribossémicos séo sintetizados apds o crescimento das bactérias ter cessado
(SHIFA et al., 2015). Os tipos e quantidades de antibi6ticos produzidos variam de
acordo com o meio de crescimento (AKPA et al., 2001). Entdo o sucesso de um
isolado de Bacillus na reducao da antracnose depende diretamente da capacidade
da bactéria de colonizar e se manter ativa no fruto.

E possivel observar na Figura 4, que o indice de doenca (ID) da podrid&o
peduncular nos frutos de maméo foi reduzido em diferentes porcentagens.
Entretanto, a diferenca dos tratamentos para o controle foi baixa (Figura 5),
podendo ser destacado o tratamento Trichoderma 8, que apresentou 12% a
menos de ID do que a testemunha. O tratamento Trichoderma 2 apresentou o

mesmo indice de doenca da testemunha, 62%.
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Figura 4: indice de doenca (ID) apresentado por cada tratamento, calculados a partir dos

sintomasinternos de podriddo peduncular.

Bedine et al.,, 2022, em experimentos avaliando isolados de Trichoderma
spp. na reducédo da podriddo peduncular do mamoeiro, encontraram resultados
distintos dos observados no presente estudo. Os isolados de Trichoderma inibiram
em até 75% a incidéncia da doenca, valores muito superiores aos observados na
Figura 4. Os mesmos autores relatam que a eficiéncia da inibicdo do fungo
antagonista foi diferente para cada isolado, indicando que cada espécie apresenta

mecanismos de acgao diferentes, que estdo diretamente relacionados com a
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eficacia no controle do fitopatégeno.

Figura 5: Frutos de mamao ‘Sunrise Solo’ submetidos a diferentes tratamentos contra a ocorréncia
natural de podridao peduncular. (A), testemunha. (B), Trichoderma 2. (C), tratamento Trichoderma 8. (D),
tratamento Bac 1. (E), tratamento extrato de alamanda rosa. (F), tratamento Mancozeb.

Zhan et al. (2022), em experimento utilizando isolados de Trichoderma spp.
no controle da podriddo peduncular de manga, obteve 50% de reducéo das lesdes.
Ao avaliarem em microscopia de varredura, observaram que os isolados de
Trichoderma produziram enzimas que degradaram as hifas do fungo causador da
podriddo, os autores também relataram que os compostos produzidos pelos
isolados incluiam 13-docosenamide, acido hexanodidico, 2-etilhexil e
octadecanamide, que sdo substancia com comprovada acao antfungica.

Demoz & Korsten (2006), ao avaliarem isolados de Bacillus sp. na reducao
da incidéncia de podriddo peduncular em abacate, obtiveram resultados
promissores, o que difere do estudo aqui apresentado, uma vez que o isolado de
Bacillus sp. Bac 1 ndo foi promissor no controle da podriddo peduncular.

Os resultados obtidos no presente estudo, evidenciam que fungos do género

Trichoderma spp., bactérias do género Bacillus spp e extrato aquoso de alamanda
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rosa a 10%, apresentam capacidade de controlar a incidéncia e o nUmero de lesdes

da antracnose em ocorréncia natural. Diante desses resultados, pode-se afirmar que
tais controles alternativos apresentam potencial para serem utilizados isolados ou de
forma integrada em futuros experimentos em condi¢cdes de campo. Com relagcéo a
podriddo peduncular, outros estudos em laboratério fazem-se necessérios para a
avaliacdo do comportamento dos antagonistas e do extrato vegetal, frente aos

diferentes patdgenos relacionados a podridao peduncular do mamao.

CONCLUSOES

Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de
alamanda rosa e Mancozeb. sdo eficientes na reducdo da ocorréncia natural de
lesdes da antracnose em frutos de mamao em pos-colheita.

Os tratamentos Trichoderma 2, Trichoderma 8, Bacillus sp., extrato de
alamanda rosa e Mancozeb, apresentam pouca ou nenhuma eficiéncia na reducéo

do indice da ocorréncia natural da podriddo peduncular do mamao.



85

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

DANTAS, J. L. L.; SOUZA. J. S.; PINTO, R. M. S.; LIMA, J. F. Variabilidade genética
e melhoramento do mamoeiro. In: Recursos genéticos e Melhoramento de
plantas para o Nordeste Brasileiro. 2012.

FERREIRA, D. F. Sisvar. a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v.35, p.1039- 1042, 2011.

FONTES, R. V.; SANTOS, M. P.; FALQUETO, A. R.; SILVA, D. M. Atividade da
pectinametilesterase e sua relacdo com a perda de firmeza da polpa de mamao cv.
Sunrise Solo e Tainung. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v.30, n.1,
p.54-58, 2008.

JUNQUEIRA, N. T. V.; CUNHA, M. M.; OLIVEIRA, M. A. S.; PINTO, A. C. Q.
Graviola para exportacdo: Aspectos fitossanitarios. Brasilia. EMBRAPA-SPI, p.67,
1996.

McKINNEY, H. H. Influence of soil, temperature and moisture on infection of wheat
seedlings by Helminthosporium sativum. Journal of Agricultural Research,
Washington, v. 26, p.195-217, 1923.

TERAO, D.; DE LIMA NECHET, K.; FRIGHETTO, R. T. S.; SASAKI, F. F. C.
Ozonated water combined with heat treatment to control the stem-end rot of
papaya. Scientia Horticulturae, v. 257, p. 108-722, 2019.

LIMA, J. R.; VIANA, F. M. P.; LIMA, F. A.; LIMA, J. S.; PIENIZ, V.; GONCALVES, L.
R. B. Biocontrole da antracnose pos-colheita do maméao com levedura killer. Boletim
de Pesquisa e Desenvolvimento 59 / Embrapa Agroindudstria Tropical, Fortaleza-
CE. P. 20, 2012.

BEDINE, M. A. B., TAIEB, N., AGRIOPOULOU, S., MICHE, L., MOUSSANGO, D.,
SAMEZA, M. L., FEKAM BOYOM, F. Identification of native soil-derived Trichoderma

spp. isolates and analysis of their antagonist traits against Lasiodiplodia theobromae



86

causing stem-end rot in papaya. Archives of Phytopathology and Plant
Protection, p. 1-29, 2022.

ZHAN, X.; KHAN, R. A. A.; ZHANG, J.; CHEN, J.; YIN, Y.; TANG, Z. Biocontrol
Efficacy of Trichoderma Pinnatum Ls029-3 Against Botryodiplodia Theobromae
Causing Postharvest of Stem-End Rot Disease on Mango. SSRN, p. 1-20, 2022.

DEMOZ, B. T.; KORSTEN, L. Bacillus subtilis attachment, colonization, and survival
on avocado flowers and its mode of action on stem-end rot pathogens. Biological
Control, v. 37, n. 1, p. 68-74, 2006.

HASAN, M. F., MAHMUD, T. M. M., DING, P., & KADIR, J. Control of postharvest
anthracnose disease and quality of papaya using Bacillus subtilis strain B34
enhanced with sodium bicarbonate and Aloe vera gel. In: VII International
Postharvest Symposium 1012. 2012. p. 653-660.

KATZ, E.; DEMAIN, A. L. The peptide antibiotics of Bacillus: chemistry, biogenesis,
and possible functions. Bacteriological reviews, v. 41, n. 2, p. 449, 1977.

STEIN, T. Bacillus subtilis antibiotics: structures, syntheses and specific functions.
Molecular microbiology, v. 56, n. 4, p. 845-857, 2005.

SHIFA, H.; GOPALAKRISHNAN, C.; VELAZHAHAN, R. Characterization of
antifungal antibiotics produced by Bacillus subtilis G1 antagonistic to Sclerotium
rolfsii. Biochemical and Cellular Archives, v. 15, p. 99-104, 2015.

AKPA, E.; JACQUES, P.; WATHELET, B.; PAQUOT, M.; FUCHS, R,
BUDZIKIEWICZ, H.; THONART, P. Influence of culture conditions on lipopeptide
production by Bacillus subtilis. Applied biochemistry and biotechnology, v. 91, n.
1, p. 551-561, 2001.

MANGOLIN, G. S., KONDA, E. T., BAPTISTA, R. Z., SANTOS NASCIMENTO, R.,
TERAO, D. Tratamento hidrotérmico no controle de podriddo penduncular em
mamao papaya. Brazilian Journal of Animal and Environmental Research, v. 2,
n. 5, p. 1615-1623, 2019.



87

NERY-SILVA, F. A.; MACHADO, J. D. C.; RESENDE, M. L. V. D.; LIMA, L. C. D.
O. Metodologia de inoculacdo de fungos causadores da podriddo peduncular em

mamao. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 31, p. 1374-1379, 2007.

PEREIRA, A. L.; SILVA, G. S.; RIBEIRO, V. Q. Caracterizagao fisiolégica, cultural e
patogénica de diferentes isolados de Lasiodiplodia theobromae. Fitopatologia
Brasileira, v.31n.6, p.572-578, 2006.

SILVA, F. A. N.; MACHADO, J. C.; RESENDE, M. L. V.; LIMA, L. C. O. Metodologia
de inoculacédo de fungos causadores da podriddo peduncular em mamao. Ciéncia;
Agrotecnologia, Lavras, v. 31, p. 1374-1379, 2007.

TAVARES, S. C. C. H. Principais doencas da mangueira e alternativas de
controle. Informagdes técnicas sobre a cultura da manga no Semi-Arido Brasileiro.
DF. EMBRAPA-CPATSA. 1995.



88

CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios realizados neste trabalho visaram a reducdo da incidéncia da
antracnose e da podriddo peduncular no mamado em pdés-colheita, utilizando
microrganismos antagonistas e extrato vegetal para o controle. Essa pratica esta em
harmonia com a exigéncia crescente da populacdo mundial por alimentos mais
saudaveis e sem residuos de agrotoxicos. Estes resultados abrem novos caminhos
para pesquisas em controle biolégico, no sentido de elucidar a possibilidade da
utilizacdo de agentes biocontroladores em conjunto, com intuito de um melhor
entendimento das relagfes entre 0os microrganismos antagonistas, o patégeno e a
planta ou fruto hospedeiro, para que haja, no futuro, a possibilidade de
desenvolvimento de manejos integrados, utilizando diferentes técnicas em conjunto
visando a reducdo da incidéncia da antracnose e podridao peduncular em condi¢cées

de campo.



