UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA
CURSO DE MESTRADO

Bacillus spp. E Trichoderma asperellum NO BIOCONTROLE DE

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

MARILIA DE JESUS FERREIRA

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
DEZEMBRO- 2021



Bacillus spp. E Trichoderma asperellum NO BIOCONTROLE DE

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

MARILIA DE JESUS FERREIRA

Bacharel em Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia, 2011

Dissertacdo submetida ao Colegiado do
Programa de Pdés-Graduacdo em
Microbiologia Agricola da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia e
Embrapa Mandioca e Fruticultura, como
requisito parcial para obtencdo do Grau

de Mestre em Microbiologia Agricola.

Orientador: Dr. Harllen Sandro Alves Silva

Coorientador: Dr. Fernando Haddad

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
DEZEMBRO- 2021



FICHA CATALOGRAFICA

F383b Ferreira, Marilia de Jesus.
Bacillus spp. e Trichoderma  asperellumno  biocontrole

de Fusarium oxysporumf. sp. passiflorae/ Marilia de Jesus
Ferreira._ Cruz das Almas, BA, 2021.
70f.; il.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Reconcavo
da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas,
Mestrado em Microbiologia Agricola.

Orientador: Prof. Dr. Harllen Sandro Alves Silva.
Coorientador: Prof. Dr. Fernando Haddad.

1.Maracuja — Cultivo — Doengas e pragas. 2.Fitopatologia —
Controle — Analise. l.Universidade Federal do Recéncavo da Bahia,
Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Bioldgicas. Il.Titulo.

CDD: 634.1

Ficha elaborada pela Biblioteca Universitaria de Cruz das Almas - UFRB. Responsavel pela Elaboragéo —
Antonio Marcos Sarmento das Chagas (Bibliotecario - CRB5 / 1615). Os dados para
Catalogagao foram enviados pela usuaria via formulario eletrénico.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
EMBRAPA MANDIOCA E FRUTICULTURA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
AGRICOLA
CURSO DE MESTRADO

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
MARILIA DE JESUS FERREIRA

7

Prof. Dr. Harllen Sandro Alves Silva

Embrapa Mandioca e Fruticultura

(Orientador)
/47;"/?/“/?;( 9
4z

Prof. Dr. Carlos Augusto Dérea Braganca

Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
,i f’;‘ )
Aﬁtt /{zg.tu-’m ifld!«&f'

Profa. Dra. Leilane Silveira D’Avila

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

“‘Dissertacdo homologada pelo Colegiado do Programa de Pdés-Graduacdo em
Microbiologia Agricola em conferindo o grau de
Mestre em Microbiologia Agricola em




AGRADECIMENTOS

A Deus toda honra e gloria, por ter chegado até aqui. Por todas dificuldades
vencidas, por ser meu pilar nos momentos mais dificeis, e por permitir a conclusédo
desse sonho.

Aos meus pais José e Maria, que me deram apoio e incentivo nas horas dificeis.
Amo voces.

Meus agradecimentos a minha irma Livia, pelo amor, paciéncia e momentos de
muita fé, e por ter contribuido para que a conclusdo deste curso se tornasse
realidade.

Aos meus avos Madalena e Martiniano (in memoriam), por tanto amor e
ensinamentos ao longo desses anos.

Ao meu cunhado Gilvan, que se tornou um grande amigo e irmao, que nos
momentos de maior fragilidade e dificuldade foi sustento, com sua enorme
sabedoria.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura pela infraestrutura e recursos fornecidos.

Ao meu orientador Dr. Harllen Sandro Alves Silva por toda orientacdo e
conhecimento transmitido.

Ao meu coorientador, Dr. Fernando Haddad, pela orientacdo, compreensao,
disponibilidade e por todas contribuicdes.

A Leandro de Souza Rocha, por toda contribuicio, ensinamentos e compreensio
no desenvolvimento do projeto.

A Universidade Federal do Recéncavo da Bahia e aos professores do Programa de
Pos-Graduacao em Microbiologia Agricola, por todo conhecimento transmitido.

Ao Instituto Federal Baiano pela concessédo do Afastamento e suporte e incentivo
para cursar o Programa de PGs Graduacao em Microbiologia Agricola.

Aos meus colegas do laboratério de Fitopatologia da Embrapa, em especial
Mariana, Danilo, Flavia, Mateus e Luana por tantos momentos de apoio,

compartilhamento de conhecimentos, ajuda e orientacao.

A Sidnara e Lucas, por todo suporte na execucdo e ensinamentos.



INDICE

RESUMO

ABSTRACT

INTRODUGAQO GERAL ..ottt ee et 9

CAPITULO |

Reviséo de Literatura

1.A Cultura dO MArACUJAZEINO ....evveiieeeeeieieeee ettt e e ee e e e e e e e e n e 12

2.Murcha de Fusarium N0 MAraCUJAZEII0 .........c.uuuvruriiiieeeeieieeeaee e e e e esseeeeeene s 14
2.1. O fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae ..........ccccccccciinnnns 17

3. MaANEJO A TUSAIOSE ...ttt bbb e e e e e e e e e e e 18
3.1 Trichoderma spp. como agente de biocontrole ..............ooovvvviiiiiiiiiiceennn. 20
3.2. Bacillus spp. como agente de biocontrole .............cceevveviviiiiiiiiiiiee e 23

=] (=] (=] T = U PPPSSRPRRR 28

CAPITULO I
Bacillus spp. e Trichoderma asperellum no biocontrole de Fusarium

oxysporum f. sp. passiflorae

RESUMO ...ttt ettt e e e et et e e e e e et et ee e e s e e e e e e e e e snnnaneees 40
FAN 2 3 I 7 3 SRRSO 41
INTRODUGAOD ....oveiiiiieieceee ettt ettt ettt ts et et e et sere e aree e 42
MATERIAL E METODOS ......oviieteieecte ettt eeete et en st tennaneens 43
Avaliacao de antagonismo em teste de pareamento direto ..............cccevveeeeeene. 44
Producéo de compostos organicos volateis e atividade antifungica ................... 46
Producdo de compostos organicos nao-volateis e efeito sobre Fusarium
oxysporum f. sp. pasSIflorae ..............uvuiviiiiiiiiiii 47
Producdo de enzimas hidroliticas por isolados bacterianos e caracteristicas
ANTIMICTODIANAS. ... e e e e e e e e e s s e ee b e eeeees 47
Deteccao da producao de Sideroforos ..........coooeevvvviiiiiiiiiiiiii i, 48
Andlise estatistica ................ s 49
RESULTADOS E DISCUSSAD ...uuiiiiiiieiiiiiiiet ettt eianeae s snieeea e 49
Avaliacdo de antagonismo em teste de pareamento direto .........cccvvevvvveeeeeennn. 49

Producéo de Compostos Organicos Volateis (COVSs) e atividade antifungica ....53
Producdo de compostos organicos nao-volateis e efeito sobre Fusarium

oxysporum f. sp. passSIflorae...............uuuviiiiiiiiiiii 57
Producéo de enzimas liticas e sideréforos por isolados bacterianos ................. 58
CONCLUSAO ..ottt ettt 62

REFERENCIAS ..o e ettt ettt e, 63



RESUMO

FERREIRA, M. J. Bacillus spp. e Trichoderma asperellum no biocontrole de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Cruz das Almas, Bahia, 2021. Dissertagao
(Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia.

O maracuja amarelo (Passiflora edulis) é uma frutifera de grande importancia
econdmica, com ampla distribuicdo em regides tropicais. O Brasil assume o ranking
de maior produtor e consumidor de maracuja do mundo, com 95% das areas
cultivadas destinadas a comercializacdo. A expansao das areas de cultivo tem
promovido o0 aumento expressivo de problemas fitossanitarios. A murcha de
Fusarium ou fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(Fop) tem sido caracterizada como a principal doencga fangica que acomete 0s
pomares da fruteira, o que implica na reducao significativa da produtividade, em
decorréncia da severidade da doenca. Diante da grande dificuldade de controle e
da baixa eficiéncia dos defensivos quimicos, tem-se buscado medidas alternativas
gue visam integrar o manejo da fusariose. O presente estudo avaliou o potencial
antagbnico de isolados de Bacillus spp. e Trichoderma asperellum para o
biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae e identificacdo da atividade
enzimatica relacionada a acao antifiungica. Foram realizados ensaios in vitro, para
avaliacdo de antagonismo em teste de pareamento direto, producao de metabdlitos
volateis, producdo de compostos organicos nao-volateis, producdo de enzimas
liticas bacterianas e sideréforos. Nos testes de antagonismo direto, os isolados de
Bacillus spp., Bac2, Bac3, Bac4, Bac5, Bac6, APC51, AP07, PA05, 01C e 399,e T.
asperellum inibiram significativamente o crescimento de Fop. Em relacdo aos
efeitos dos Compostos Organicos Volateis emitidos por Bacillus spp., hdo houve
efeito supressivo sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum passiflorae,
apenas Trichoderma asperellum exibiu efeito antagdnico significativo, com a média
de inibicdo micelial de 53%. Os isolados bacterianos produziram e secretaram
enzimas liticas e sideroforos. A avaliagdo da antibiose evidenciou que Bacillus spp.
e T. asperellum possuem potencial antagonista no crescimento de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, inviabilizando sua atividade patogénica in vitro,
comportando-se como potenciais agentes de controle biolégico.

Palavras-chave: Controle biolégico, antagonismo, Passiflora edulis, fusariose.



ABSTRACT

FERREIRA, M. J. Bacillus spp. and Trichoderma asperellum isolates in the
biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Cruz das Almas, Babhia,
Brazil. 2021. Dissertation (Master in Agricultural Microbiology). Federal University
of the Reconcavo of Bahia.

The yellow passion fruit (Passiflora edulis) is a fruit of great economic importance,
with wide distribution in tropical regions. Brazil ranks as the largest producer and
consumer of passion fruit in the world, with 95% of cultivated areas destined for
commercialization. The expansion of the cultivated areas has promoted the
expressive increase of phytosanitary problems. Fusarium wilt, caused by the fungus
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), has been characterized as the main
fungal disease that affects the orchards of this fruit, which implies a significant
reduction in productivity due to the severity of the disease. In view of the great
difficulty of control and the low efficiency of chemical pesticides, alternative
measures have been sought that aim to integrate the management of Fusarium.
The present study evaluated the antagonistic potential of Bacillus spp. and
Trichoderma asperellum isolates for the biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae and the identification of the enzymatic activity related to the antifungal
action. In vitro assays were performed to evaluate antagonism in direct pairing test,
production of volatile metabolites, production of non-volatile organic compounds,
production of bacterial lytic enzymes and siderophores. In direct antagonism tests,
Bacillus spp. isolates, Bac2, Bac3, Bac4, Bac5, Bac6, APC51, APO7, PAQO5, 01C
and 399, and T. asperellum significantly inhibited the growth of Fop. Regarding the
effects of Volatile Organic Compounds emitted by Bacillus spp. there was no
suppressive effect on the mycelial growth of Fusarium oxysporum passiflorae, only
Trichoderma asperellum exhibited significant antagonistic effect, with the average
mycelial inhibition of 53%. The bacterial isolates produced and secreted lytic
enzymes and siderophores. The evaluation of the antibiosis showed that Bacillus
spp. and T. asperellum have antagonistic potential on the growth of Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, preventing its pathogenic activity in vitro, behaving as
potential biological control agents.

Keywords: Biological control, antagonism, Passiflora edulis, fusarium.



INTRODUCAO GERAL

O maracuja amarelo, Passiflora edulis Sims, esta entre as fruteiras tropicais
mais consumidas no mundo. O Brasil se destaca como o maior produtor e
consumidor do fruto, responséavel pelo abastecimento do mercado nacional e
internacional (Cauz-Santos et al. 2017). Em 2019 a producao brasileira alcancou a
média anual de 593.429 mil toneladas, em uma area correspondente a 41.800
hectares, com a maior parte da producao concentrada na regido Nordeste.

Devido suas condi¢cbes edafoclimaticas, para o desenvolvimento da
fruticultura, o estado da Bahia se destaca como o maior produtor da cultura, com a
producéo de 168.457 mil toneladas em uma area colhida de 15.616 hectares (IBGE
2019). Devido suas propriedades organolépticas e seu alto valor nutricional, o
maracuja apresenta grande aceitabilidade no mercado internacional (Li et al. 2021).

No entanto a produtividade do maracuja enfrenta grandes limitacdes, pois o
cultivo em determinadas regides apresenta-se inviabilizado, devido a existéncia de
doencas fungicas (Pacheco et al. 2016, Pinheiro et al. 2016), forcando a migracéo
da cultura para areas de cultivo sem historico de ocorréncia de fitopatdogenos, pois
o cultivo dessa fruteira corresponde a uma das mais importantes cadeias produtivas
nacionais, conferindo geracdo de empregos e renda para a agricultura familiar,
vinculada a pequenas propriedades rurais (Pinheiro et al. 2016).

Dentre as doencas de importancia econbmica, que afetam os
maracujazeiros destaca-se a fusariose ou murcha de Fusarium, causada pelo
agente etiolégico Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), um dos
fitopatdgenos mais abundantes do solo, responsavel por causar danos severos na
produtividade de culturas de importancia agricola (Cerqueira-Silva et al. 2015).

Ao colonizar os vasos xilematicos, o acumulo de hifas e conidios pelo fungo
(Okungbowa & Shittu 2014, Ortiz et al. 2014) causa a obstrucdo e o colapso do
sistema vascular, impedindo a translocacdo de agua e nutrientes, que com o
progresso da doenca desencadeia a murcha, com queda de folhas e frutos,
surgimento de raizes adventicias e morte da planta (Amorim; Rezende; Bergamin
Filho 2011).
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A sua capacidade de sobrevivéncia no solo por longo periodo, sob a forma
de clamiddsporos, o torna um fitopatégeno de dificil controle (Anusha et al. 2019,
Fischer & Rezende 2008). Uma vez o solo infestado por Fusarium oxysporum, a
remocao do indculo da &rea contaminada torna-se uma condi¢éo impossivel (Zhao
et al. 2017), corroborando para a importancia da ado¢céo de medidas preventivas,
de forma a evitar a entrada do patégeno na area de cultivo.

A auséncia de resultados satisfatorios no uso de defensivos quimico,
associada a existéncia de fatores de contaminagédo ambiental, tém promovido a
adocdo de praticas de manejo e introducdo da genética de resisténcia para o
desenvolvimento de cultivares resistentes (Miguel-Wruck et al. 2021) de modo a
controlar a propagacao do fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. No entanto,
estes métodos sofrem algumas limitagcdes, em funcédo da indisponibilidade de
cultivares resistentes para a espécie Passiflora edulis e de caracteristicas do
patogeno. Deste modo, 0 uso de agentes de controle biologico (BCAs) surge como
uma alternativa sustentavel e segura de protecao as culturas no gerenciamento de
doencas de plantas.

A escassez de dados bibliograficos referente a estudos desenvolvidos sobre
selecdo e uso de agentes antagonistas no controle biolégico de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, corrobora para que seja avaliado o potencial
antagonista de microrganismos para possivel controle da doenca. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o antagonismo de isolados de Bacillus spp. e
Trichoderma asperellum no controle do patégeno Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae, agente etioldgico da fusariose em maracujazeiros.
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1. A Cultura do maracujazeiro

Com ampla distribuicdo geografica, em paises de clima tropical e subtropical,
a familia Passifloraceae € composta por aproximadamente 700 espécies (Cauz-
Santos et al. 2017), subdivididas em 18 géneros, das quais mais de 150 espécies
sdo nativas do Brasil, destacando-se entre elas, a espécie, mais cultivada,
Passiflora edulis Sims (Meletti 2011, Pacheco et al. 2016, Silva; Duarte; Barrozo
2017, Lima 2019b, Santos et al. 2021), popularmente conhecida como maracuja-
amarelo ou azedo (Oluocha; Nyabogaa; Bargulb 2018).

A espécie Passiflora edulis Sims (maracuja-amarelo) € cultivada
comercialmente em paises como o Brasil, Equador, Venezuela e Coldmbia (Fischer
& Rezende 2008). Passiflora edulis € a espécie com maior representatividade na
producéo brasileira, correspondente a 95% dos pomares cultivados em todo pais
(Spadotti et al. 2019), que confere ao Brasil o destaque de maior produtor e
consumidor de maracuja do mundo (Pacheco et al. 2016).

A producao do maracuja amarelo, a nivel de escala comercial, teve inicio na
década de 1970, a partir da ampliacdo das areas cultivadas, seguida da
implantacdo de agroindustrias destinadas ao beneficiamento da fruta e da
estruturacdo do sistema de producdo. A expansdo dos pomares comerciais foi
proporcionada pelo aumento do cultivo em pequenas propriedades rurais, apoiada
na intensa participacao da agricultura familiar na atividade agricola, o que conferiu
a fruticultura um importante papel social e econémico, ao promover a geracéo de
uma alta taxa de empregabilidade da mao de obra rural (Meletti 2011, Corréa et al.
2016).

A cultura apresenta grande destaque na cadeia agroindustrial, desde a fase
de producdo de mudas até a comercializacdo dos frutos e seus subprodutos,
principalmente sob a forma de sucos, polpas e principios ativos, destinados a
industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (Costa et al. 2016, Pacheco et al.
2016).

Em funcéo do seu grande valor nutricional e sabor diferenciado, cerca de
40% da produtividade é destinada a producédo de sucos (Silva; Duarte; Barrozo
2017). Caracteristicas como fontes de fibras, elevado teor de vitaminas B e C,
niacina, compostos polifendlico e potencial antioxidante, sdo responsaveis por

agregar grande valor ao fruto consumido (He et al. 2020, Li et al. 2021). A crescente
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demanda do produto no mercado interno tem sido desencadeada pela maior
aceitabilidade e inclusdo da espécie na alimentacdo do brasileiro. O aumento do
consumo é responsavel por absorver a maior parte da producéo, o que reflete no
aumento significativo da instalacdo de pomares em diversas regides do pais, as
quais possuem caracteristicas propicias para a exploracdo da cultura (Lan et al.
2020).

A producdo de maracuja no Brasil em 2019 correspondeu a 593.429
toneladas, cultivada em uma éarea de 41.584 hectares, onde a produtividade
alcancou o indice de 14 toneladas por hectares, concentrando-se, principalmente,
na regidao Nordeste, com destaque para o estado da Bahia que atingiu a producao
de 168.457 toneladas (IBGE 2019).

No entanto, nos ultimos anos, a cultura tem enfrentado um expressivo
decréscimo na produtividade e na permanéncia dos pomares em distintas areas de
producédo, o que tem gerado reducao da vida util, periodo que antes alcancava a
estimativa de cinco anos de producdo. Fatores como a ocorréncia de doencas,
ocasionadas por virus, bactérias, fungos e nematoides, associadas a presenca de
variedades suscetiveis, estdo entre as condi¢cfes responsaveis por desencadear
esse panorama (Fischer & Rezende 2008, Bonfim et al. 2010, Oliveira et al. 2013,
Cerqueira-Silva et al. 2015).

Com o aumento da incidéncia de problemas fitossanitarios, a cultura passou
a exibir carater itinerante, com recorrentes migracdes das areas tradicionais de
cultivo para areas sem historico de ocorréncia da doenca (Meletti 2011). O
crescente aumento da demanda interna associado ao enfrentamento de problemas
na producao agricola, levou o pais, em 2017, a ampliar seu comércio de importacao
de maracuja, integrando o Peru a lista de fornecedores, juntamente com o Equador
e a Colémbia (Altendorf 2018).

Dentre as principais doencas, de importancia econémica, que afetam a
cultura do maracujazeiro em distintas regides brasileiras, recebem destaque: a
bacteriose, causada por Xantomonas axonopodis pv. passiflorae; o endurecimento
dos frutos, por Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV); a fusariose, por
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae e Fusarium solani (Nectria haematococca);
a verrugose, por Cladosporium sp.; podriddo do colo, causada por Phytophthora
nicotianae var. parasitica e antracnose, por Glomerella cingulata (Peruch;
Colariccio; Batista 2018).
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2. Murcha de Fusarium no maracujazeiro

As murchas vasculares correspondem a um importante grupo de doengas
causadas por patdgenos habitantes do solo, responsaveis por impactar na
manutencdo e producdo de importantes culturas agricolas, que culminam em
grandes perdas econdomicas (Carrer Filho; Dianese; Cunha 2015, Coque et al.
2020). A murcha de Fusarium ou fusariose causada pelo agente etioldgico
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) é responsavel por causar grandes
danos na cultura do maracujazeiro, ao interferir na sua produtividade (Peruch;
Colariccio; Batista 2018).

A fusariose se apresenta como uma doenca dificil de ser detectada
precocemente, pois 0s sintomas iniciais sdo observaveis tardiamente quando o
sistema radicular e vascular jA se encontram bastante comprometidos, muitas
vezes similares a outras doencas (Viana et al. 2003).

A ocorréncia da murcha de Fusarium em pomares de cultivo de maracuja foi
reportado pela primeira vez no estado australiano de Queensland, no ano de 1951
(Mcknight 1951). Em territério brasileiro, os primeiros relatos da doenca ocorreram
em 1968, em propriedades localizadas na cidade de Sado Paulo, com posteriores
identificacGes nas cidades do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Tocantins (Fischer &
Rezende 2008). A alta incidéncia da doenca em pomares brasileiros ocasionou
perdas significativas na produtividade ao longo dos anos, principalmente por se
tratar de um pais com predominancia de clima e temperaturas favoraveis, que
possibilitam condi¢cfes para o patdgeno atingir alta densidade de in6culo em areas
cultivaveis. De modo geral, a doenca é potencializada em temperaturas em torno
de 28 °C, e tem seu progresso retardado em valores acima de 34 °C ou em
temperaturas inferiores a 17 °C (Joshi 2018).

O cultivo em campos infestados se torna uma condicdo inviavel, pois o
patégeno pode sobreviver saprofiticamente, associado a restos culturais ou sob a
forma de estruturas de resisténcia, os clamiddsporos, que na auséncia de um
hospedeiro especifico podem permanecer no solo, de forma latente, por mais de
10 anos, sujeitos as intempéries ambientais e ac¢des bidticas até iniciar seu
processo de colonizacdo, sob a forma de inéculo primério para novos plantios
(Fischer & Rezende 2008, Ortiz & Hoyos-Carvajal 2016, Pinheiro et al. 2016,
Anusha et al. 2019).
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Os clamidosporos, presentes na rizosfera, tendem a germinar quando
encontram condi¢Bes nutricionais favoraveis, como a liberacdo de exsudatos
radiculares pelas plantas hospedeiras ou hospedeiros alternativos (Mcgovern
2015). A escolha por hospedeiros alternativos fornece condigdes importantes para
a manutencédo das estruturas de resisténcia por longo prazo (Pegg et al. 2019). A
acdo de microrganismos supressores, por meio de compostos fungistaticos,
também exerce influéncia no processo germinativo dos clamidésporos, ao
inviabilizar a germinag&o ou promover lise dos tubos germinativos recém-formados
(Gordon 2017).

A disseminacdo do patégeno ocorre de forma eficiente, pois 0s esporos
podem ser veiculados por meio de métodos de irrigacdo, contato entre raizes
sadias e infectadas, praticas culturais, uso de materiais propagativos e
equipamentos contaminados (Pinheiro et al. 2016, Joshi 2018). A penetracdo do
patdgeno ocorre por meio das zonas de crescimento radicular e ferimentos
decorrentes da acdo de tratos culturais e/ou nematoides (Viana et al. 2003). A
presenca de fitonematoides em areas de cultivo de maracuja foi identificada como
fatores associados a suscetibilidade das espécies a infeccdo de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (Miguel-Wruck et al. 2021).

A colonizacdo por F. oxysporum ocorre por meio do reconhecimento
radicular, via sinalizacdo dos metabdlitos produzidos pela planta hospedeira,
seguida da adeséao e secrecdo de enzimas hidroliticas (Srinivas et al. 2019). Nos
estagios iniciais da infeccao, as hifas de Fop aderem a superficie da raiz e formam
um denso micélio, que recobre toda a extensao radicular. Apds a penetracédo das
células epidérmicas, as hifas se expandem entre as células parenquimaticas
adjacentes e colonizam os vasos xilematicos, onde o crescimento fungico se
estabelece e o micélio move-se passivamente ao longo dos elementos de vaso, e
promove a exsudacdo de micotoxinas (fumonisinas, acido fusérico, licomarasmina
e acido desidrofusarico), correspondentes a fatores de viruléncia (Zhang et al.
2015).

Respostas fisiol6gicas e bioquimicas, como hipertrofia e hiperplasia de
células parenquimaticas, producdo de gomas e tiloses, desintegracdo de tecidos
vasculares e formacdo de cavidades, tendem a surgir de forma precoce em
cultivares resistentes, como mecanismo para impedir o estabelecimento da

infeccdo sistémica (Ortiz et al. 2014, Zhang et al. 2015). As plantas suscetiveis,
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tendem a desenvolver uma resposta mais tardia quanto a colonizagédo do fungo,
desenvolvendo sintomas mais evidentes (Joshi 2018, Pegg et al. 2019).

Ao longo do sistema vascular infectado é evidenciado o aspecto de
coloragao ferruginosa, decorrente da oxidacdo de compostos fendlicos (Ortiz &
Hoyos-Carvajal 2016, Preisigke et al. 2017, Santos et al. 2021), e de compostos
resultantes da acdo enzimatica do metabolismo patogénico sobre as células da
planta hospedeira (Agrios 2004), caracterizando o estabelecimento de um processo
necrotico (Ortiz & Hoyos-Carvajal 2016).

Os sintomas de murcha podem se desenvolver em qualquer estadio
fenolégico de desenvolvimento da planta. As plantas em estadio de floracdo tendem
a apresentar maior indice de mortalidade (Silva et al. 2017), porém cultivares
suscetiveis podem apresentar sintomas no periodo de 25 dias, ap0s a semeadura,
caracteristico da murcha precoce, com a ocorréncia de folhas flacidas, seguida da
descoloracao, dessecacao e colapso total da planta (Jiménez-Diaz et al. 2015).

Em mudas, os sintomas iniciais caracterizam-se pela alternancia da
coloracéo das folhas, de verde-brilhante para verde palido, seguida da abscisédo
das folhas inferiores, e murcha em toda a planta; ja as plantas adultas, sdo
acometidas pelo amarelecimento das folhas jovens, seguidas da senescéncia
prematura, seca e morte de ramos ou da planta toda (Fischer & Rezende 2008,
Srinivas et al. 2019).

A adocao de cultivares resistentes e enxertia em porta-enxertos configuram-
se como alternativas sustentaveis para o0 manejo de patdégenos transmitidos pelo
solo, em culturas de maracuja, mas que retratam algumas limitacGes, pois a
resisténcia ndo se torna permanente, ja que fatores como oscilacées e a forte
pressao exercida dentro da populacédo, permite que o patdégeno supere aresisténcia
da planta hospedeira ao longo do tempo (Ploetz 2005, Carrer Filho; Dianese; Cunha
2015, Khan; Maymon; Hirsch 2017, Nishioka et al. 2019). Mesmo quando o
hospedeiro apresenta resisténcia a acdo de Fusarium spp., observa-se que as
plantas tendem a apresentar uma reducao na qualidade e produtividade dos frutos
(Meletti 2011), o que nao é correspondente as expectativas do mercado, tornando-
se um grande desafio para o produtor (Haddad et al. 2018, Marostega et al. 2021).

Com a intensificacdo da producdo e o aumento das areas de plantio, a
incidéncia de patdgenos em areas cultivaveis tornou-se um problema fitossanitario

recorrente, comprometendo a sanidade dos pomares e a produtividade da cultura.
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2.1. O fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) € uma espécie anamodrfica
(Gordon 2017), pertencente ao filo Ascomycota, classe Ascomycetes, familia
Hypocreaceae e género Fusarium (Okungbowa & Shittu 2014). O género é
classificado como um dos dez principais patégenos fungicos de plantas, de grande
importancia cientifica e econémica no mundo (Dean et al. 2012). Sem identificacao
de formas teleomorficas, o alto grau de variabilidade intraespecifica presente entre
as linhagens de F. oxysporum (Dariva et al. 2015), frequentemente, esta
relacionado a parassexualidade (Leslie 1993), mecanismo ndo sexual que contribui
para a transferéncia horizontal de genes de patogenicidade (Baayen et al. 2000), e
a ocorréncia de mutacdes, que correspondem a importantes mecanismos
evolutivos, presentes em populacdes de fungos anamorficos (Costa et al. 2015,
Nirmaladevi et al. 2016).

Fusarium oxysporum produz trés tipos de esporos assexuados:
macroconidios, microconidios e clamidosporos. Os macroconidios sdo formados a
partir de conidiéforos ramificados ou esporodéquios; possuem células com paredes
delgadas e septadas, em formato fusdide e pontiagudo, medindo 15-37,5 p x 2,5—
4 u. Os microconidios, formados em fialides simples, possuem forma elipsoidal e
nao septada, ou com septo Unico, quando presente, medindo 2,5-15 p x 2-3 u. E
por fim, os clamidésporos sdo estruturas especializadas de resisténcia, que
possuem aspecto globoso, com paredes espessas, lisas ou rugosas; Sao
produzidos isoladamente ou em pares, nas estruturas terminais e intercalares das
hifas ou conidios. Os macroconidios ocorrem em maior frequéncia na superficie de
plantas infectadas, ja os microconidios estdo presentes no micélio aéreo (Fischer
& Rezende 2008, Kang et al. 2014, Mcgovern 2015, Ortiz & Hoyos-Carvajal 2016,
Gordon 2017).

Os efeitos da patogenicidade de F. oxysporum podem ser evidenciados nos
processos fotossintéticos e nas relacdes hidricas de plantas hospedeiras. Plantas
de pepino infectadas por Fusarium oxysporum, apresentaram reducdo nas suas
taxas fotossintéticas, na condutancia estomatica, na concentracdo de dioxido de
carbono intercelular e na respiracao, culminando em perdas significativas em sua
biomassa. A membrana plasmatica das células mesofilicas apresentaram lesfes

caracteristicas, com presenca de inclusdes celulares e extravasamento da
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membrana celular com perda de agua pela via ndo estomatica nas folhas (Wang et
al. 2015).

A alta complexidade de Fusarium oxysporum dentro das populac¢des |he
confere a capacidade de adapatacéo e evolucao dentros dos patossistemas, o que
corrobora para a insercdo de praticas de manejo integrado no gerenciamento da

doenca (Pegg et al. 2019).

3. Manejo da fusariose

O controle quimico de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em culturas de
maracuja se mostra muito ineficiente, em funcdo da sua variabilidade genética e
capacidade de permanéncia no solo (Nirmaladevi et al. 2016). No entanto, o uso de
fungicida sisttmico com a finalidade de minimizar as infec¢cdes causadas por
Fusarium oxysporum é considerado uma pratica muito comum entre os produtores
de maracuja (Thangavel et al. 2021). Os fungicidas de amplo espectro tendem a
exibir efeitos indesejaveis sobre os microrganismos nao alvo, presentes na
comunidade microbiolégica residente (Mishra et al. 2018).

O uso excessivo de fungicidas quimicos em culturas agricolas sao
responsaveis por desencadear disturbios ambientais, como inibicdo de
microrganismos fixadores de nitrogénio e solubilizadores de fosforo (Hussain et al.
2009); desequilibrio da microflora e microbiota associada a deterioracdo da
fertilidade do solo; impactos na saude humana por intermédio da cadeia alimentar
(Kumar et al. 2021); impactos sobre a produtividade da cultura (Abbas et al. 2019);
e o desenvolvimento de cepas patogénicas potencialmente resistentes, que,
consequentemente, conduz ao aumento do nuamero de aplicacdes, com
implicacbes econbmicas para os agricultores (Baker; Green; Loker 2020).

O desenvolvimento de cultivares resistentes é abordado como a medida de
controle mais apropriada para F. oxysporum (Nirmaladevi et al. 2016), porém é
provido de limitacBes, decorrente da grande variabilidade genética presente no
género fungico. Tal panorama, conduz o controle biolégico como um caminho
promissor para 0s sistemas agricolas, como um método alternativo e sustentavel
para 0 manejo integrado de fitopatégenos (Amorim; Rezende; Bergamin Filho

2011), como forma de viabilizar a producéo agricola e atenuar os efeitos deletérios
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sobre 0 meio ambiente (Gava & Menezes 2012, Xu et al. 2020). O controle biolégico
propde resultados prolificos ao atuar em consonancia com a implementagédo de
cultivares resistentes na protecéo de culturas agricolas (Lecomte et al. 2016).

O controle biolégico, enquanto estratégia de controle de fitopatdégenos foi
elucidada em 1965, no primeiro simpdsio sobre Ecologia de patégenos transmitidos
pelo solo (Lecomte et al. 2016). Definido por Baker & Cook (1983), o controle
bioldgico se propde a “reducao na densidade de indculo ou atividade produtora de
doencas de um patdégeno realizada por ou através de um ou mais organismos,
exceto o homem” (Stenberg et al. 2021), de forma a manter os niveis insuficientes
para provocar grandes danos na cultura (Fernandez-San Millan et al. 2021).

Os agentes de bioprotecdo devem ser provenientes da natureza ou ser
idénticos a natureza quando sintetizados; com baixo impacto a saude e ao meio
ambiente, e com capacidade de sobrevivéncia, colonizacdo e multiplicagdo no
ambiente ou no tecido hospedeiro, de forma a obter sucesso na interacao
antagonica (Fischer et al. 2010). Os agentes de biocontrole, geralmente, fungos ou
bactérias oriundas da rizosfera, filosfera ou endosfera, devem atuar na prevencao
da infeccéo ou no estabelecimento do patdgeno nos tecidos do hospedeiro (O’brien
2017, Thambugala et al. 2020).

Os agentes de biocontrole apresentam mecanismos de interacdo, que
devem ser identificados como forma de potencializar o controle e possibilitar a
selecdo de linhagens eficientes (Mishra et al. 2018). Os métodos selecionados para
a triagem de microrganismos promissores visam abordagens que englobam uma
ampla gama de mecanismos relacionados as atividades antagbnicas, como
producéo de metabdlitos, competi¢do, parasitismo, utilizacdo de fontes de carbono
especificas e atividades enzimaticas antimicrobiana (Rojas et al. 2020).

O desempenho dos agentes de biocontrole é fortemente dependente do
nivel de tolerancia as condi¢des abioticas (Fernandez-San Millan et al. 2021), pois
o0 metabolismo microbiano é sensivel a fatores nutricionais e ambientais, 0s quais
sdo determinantes para a sintese e secre¢do de metabdlitos secundarios (Keswani
et al. 2019), durante as interacdes antagbnicas.

Os principais microrganismos descritos e utilizados, como promissores
agentes de biocontrole, referem-se a fungos e bactérias, detentores de
mecanismos benéficos para a protecdo e manutencdo da sanidade de culturas

agricolas. Destacam-se 0s géneros bacteriano: Bacillus spp., Streptomyces sp. e
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Pseudomonas sp., e o género fangico, Trichoderma spp. (Moreira; Nesi; May De
Mio 2014, Li et al. 2018, Han et al. 2021). Registros atuais, descrevem o quantitativo
de 31 géneros utilizados em bioformulagcbes como agentes de biocontrole, dos
guais 26 pertencem ao filo Ascomycota e 4 ao Basidiomycota (Rush et al. 2021).
O uso de agentes antagonistas, de forma isolada ou combinada, pode exibir
reducdo na producédo de esporos, na germinacao e no crescimento micelial de
Fusarium oxysporum, além de aumentar os rendimentos produtivos do hospedeiro,

pela atuagéo de mecanismos antagonicos (Mcgovern 2015).

3.1 Trichoderma spp. como agente de biocontrole

O género Trichoderma (Teleomorfo Hypocrea) € constituido por fungos
filamentosos, pertencentes a ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae
(Druzhinina et al. 2011), com distribuicdo cosmopolita, devido sua alta capacidade
de colonizar diferentes habitats e substratos (Suarez-Estrella et al. 2007, Sharma
et al. 2017, Mukhopadhyay & Kumar 2020).

Sao considerados organismos de vida livre, oportunistas e simbiontes
avirulentos de plantas (Benitez et al. 2004). De féacil identificacdo, as cepas
apresentam caracteristicas morfolégicas comuns, como a presenca de micélio
aéreo, ramificado e hialino; conidios globosos agregados as fialides; pigmentacao
verde brilhante e rapido crescimento micelial (Zin & Badaluddin 2020).

Fungos do género Trichoderma destacam-se como potenciais agentes de
biocontrole, comumente, usados contra um amplo espectro de patdégenos
radiculares, foliares e poés-colheita. Seu sucesso na supressdo de agentes
fitopatogénicos, provem de caracteristicas, como: alta capacidade de crescimento,
elevada taxa reprodutiva, especificidade para o alvo, assimilacdo de nutrientes,
tolerancia as condic¢des bidticas e abidticas, modificacdo do ambiente rizosférico e
inducao do mecanismo de defesa nas plantas (Benitez et al. 2004, Zin & Badaluddin
2020, Thambugala et al. 2020). Seu efeito promissor enquanto agente de
biocontrole foi evidenciado na década de 1930 (Lopes et al. 2012). A atividade de
biocontrole exercida por Trichoderma spp. envolve mecanismos antag6nicos, como
antibiose, micoparasitismo, competicdo por nutrientes e nicho ecoldgico e inducao

de resisténcia (Mukhopadhyay & Kumar 2020), que sdo empregados no manejo de



21

diversos fitopatdégenos (Arellano et al. 2021), como Fusarium verticillioides (Galletti;
Paris; Cianchetta 2020), Sclerotinia sclerotiorum (Singh et al. 2021), Botrytis cinérea
e Rhizoctonia solani (Deng et al. 2018).

No mecanismo de antibiose, a atividade antagonica entre 0s microrganismos
envolvidos € estabelecida por meio da biossintese e secrecdo de metabdlitos
secundarios antimicrobianos (volateis e ndo volateis) e enzimas, que exercem
papéis ecolégicos com efeitos toxicos e inibidores do metabolismo patogénico
(Alfiky 2019, Stenberg et al. 2021).

Diversos compostos bioativos com propriedades antimicrobianas, como -
glucanases, celulases, proteases, gliotoxina, tricotecenos harzianum A, peptaibdis,
policetideos, tricodermina, viridina e 6-pentil-2 H -piran-2-ona, entre outras, sao
produzidos por cepas de Trichoderma sp. (Druzhinina et al. 2011). A natureza
anfipatica possibilita que estes metabdlitos promovam intera¢cées com a membrana
plasmatica patogénica, desencadeando a formacao de canais idnico, responsaveis
por estabelecer alteracdes na permeabilidade celular (Keswani et al. 2019).

Propriedades fisico-quimicas, como reduzida massa molecular, alta pressao
de vapor e potencial hidrofébico, conferem vantagens cinética a difusdo dos
metabolitos volateis entre as particulas do solo, criando, assim, um ambiente
fungistatico ao entorno do ambiente rizosférico, ao serem propagados a longa
distancia (Jalali; Zafari; Salari 2017).

O micoparasitismo representa 0 mecanismo antagdnico mais expressivo
desempenhado por Trichoderma spp. na supressdo de fitopatdbgenos. O
mecanismo parasitario envolve eventos complexos, modulados pelo
reconhecimento molecular do hospedeiro flungico, por meio da liberacdo de
moléculas pelo patdogeno ou por peptideos provenientes de acdo enzimatica,
seguido da fixacdo e enrolamento nas hifas do hospedeiro (Druzhinina et al. 2011).
Sinergicamente, a producdo de uma cascata de sinalizacdo, induzida pelo
hospedeiro patogénico (Kohl; Kolnaar; Ravensberg 2019), ativa a reprogramacao
transcricional, evento responsavel pela expressdo de genes codificadores de
enzimas destinadas a sintese de metabdlitos secundarios e de funcdes hidroliticas,
especificas para cada hospedeiro fungico (Sharma et al. 2017, Pimentel et al.
2020).

A secrecdo de enzimas extracelulares promove a hidrolise de polimeros

constituintes da parede celular, ocasionando desestruturacdo e instabilidade
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osmotica na célula, com interferéncia direta sobre o potencial de infec¢cdo do
fitopatdgeno (Sanz et al. 2005, Pimentel et al. 2020, Han et al. 2021).

A competicdo por uma mesma fonte nutricional corresponde a um
mecanismo antagdnico muito utilizado por agentes de biocontrole. A presenca de
habilidades e a alta eficiéncia na obtencéo de recurso disponiveis na rizosfera torna
0S microrganismos antagonistas, potencialmente, eficazes na inibicdo do
crescimento ou da atividade patogénica (O’Brien 2017).

A eficiente assimilagdo de nutrientes por Trichoderma decorre da sua
capacidade de sintese de moléculas de ATP a partir do metabolismo de agucares,
exsudado de raizes e polimeros hidrolisaveis (quitina, celulose e glucana), o que
0s tornam potenciais competidores nutricionais (Benitez et al. 2004). A
indisponibilidade de nutrientes na rizosfera compete para que microrganismos
estabelecam relacbes de competicdo, a fim de suprimir suas necessidades
nutricionais, associado ao aumento da sua competéncia rizosférica (Shafi; Tian; Ji
2017). Os metabdlitos antimicrobianos também exercem um papel fundamental na
ciclagem de nutrientes, além da sua capacidade saprofitica (Mishra et al. 2018,
Mukhopadhyay & Kumar 2020, Raymaekers et al. 2020).

Fatores como a disponibilidade de nutrientes, caracteristicas fisico-quimicas
do solo, salinidade, pH e temperatura, podem ser fatores determinantes para a
eficiéncia da atividade antagdnica exercida por cepas de Trichoderma spp. (Benitez
et al. 2004, Kohl; Kolnaar; Ravensberg 2019).

Endofiticamente, Trichoderma spp. pode colonizar tecidos radiculares
localizados entre as regides apoplastica e epidérmica (Mendoza-Mendoza et al.
2018), e promover o desenvolvimento da superficie radicular e a sintese de acidos
organicos (acido harzianico) e fitohormonios, que confere uma maior incorporacao
de biomassa e aumento da produtividade (Benitez et al. 2004, Vinale et al. 2008,
Bean et al. 2021). Cepas do género Trichoderma além de proporcionar o controle
biologico, também exercem papel de biofertilizantes ao estimular a promocao de
crescimento, por meio da disponibilidade de nutrientes e producéo de fitohormdnios
(Ji et al. 2020).

De acordo com Li et al. (2018), Trichoderma asperellum promoveu reducao
na severidade da murcha de Fusarium e exibiu caracteristicas de promoc¢éo de
crescimento, ao solubilizar fosfato, produzir sider6foros e acido indol acético, em

mudas de tomate, 0 que proporcionou um aumento significativo da absorcao de
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nutrientes, principalmente de manganés. O acumulo de manganés em plantas esta
associado a inibicdo de atividades patogénicas, devido seu efeito antimicrobiano e
indutor de respostas fisiolégicas a invasao de patdégenos, como a deposi¢cdo de
lignina e producédo de compostos fendlicos (Eskandari; Hofte; Zhang 2020).

Cepas de Trichoderma koningiopsis foram responséaveis pela reducao de
92% da incidéncia de dumping-off em mudas de Pinus massoniana Lamb causada
por Fusarium oxysporum, além de contribuir para 0 aumento da fertilidade do solo,
incorporacdo de biomassa e crescimento das mudas (Yu & Luo 2020). A
associacao entre Trichoderma asperellum e matéria organica, no manejo integrado
de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, foram responsaveis pela reducdo da
incidéncia dos sintomas de clorose e necrose em mudas de Passiflora edulis
cultivadas em campos acometidos por murcha de Fusarium (Thuranira; Wasilwa;
Matiru 2011).

3.2. Bacillus spp. como agente de biocontrole

O género Bacillus pertence ao Filo Firmicutes, o qual é constituido por
bactérias gram-positivas, aerobicas e anaerobicas facultativas, habitantes naturais
da rizosfera e filosfera de plantas (Yu et al. 2015, Fira et al. 2018). A capacidade de
formar estruturas de resisténcia, os endodsporos, confere ao género carater
adaptativo, frente a tolerancia adquirida as variac6es de dessecacéo, temperatura,
radiacéo, flutuacdes de pH e estresses bidticos (Khan; Maymon; Hirsch 2017, Ben
Khedher; Mejdoub-Trabelsi; Tounsi 2021). Vantagens que torna o género
particularmente adequado a producéo de bioformulacdes e propicio para condi¢cdes
de armazenamento a longo prazo (Ben Khedher; Mejdoub-Trabelsi; Tounsi 2021).

Bacillus spp. tém sido amplamente estudadas e utilizadas, devido sua
capacidade de promocao de crescimento de plantas e do potencial de biocontrole
de doencas que acometem uma ampla diversidade de culturas de grande
importancia agricola (Guleria et al. 2016), principalmente no manejo de doencas
acometidas pelo patdbgeno Fusarium oxysporum.

Ao colonizarem raizes, suas interacdes sdo potencialmente benéficas,
devido a diversidade de mecanismos envolvidos, estabelecendo a formacao de

biofilmes, producéo de sideroforos, acidos organicos, fitohorménios, producdo de
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antibioticos e sintese de enzimas hidroliticas (Khan; Maymon; Hirsch 2017).

Bactérias do género Bacillus sdo bastante relatadas, devido seu elevado
potencial de sintese de moléculas bioativas de baixo peso molecular, como
policetideos, peptideos, lipopeptideos, sideréforos e bacteriocinas, que apresentam
acao antimicrobiana de amplo espectro (Fira et al. 2018). Cerca de 5 a 8% do seu
genoma é destinado a biossintese de compostos antimicrobianos (Poveda et al.
2021).

Os principais mecanismos de supressao de fitopatdgenos estédo atrelados a
producdo de metabdlitos secundarios antimicrobianos, como antibibticos,
compostos organicos volateis e ndo volateis, sideréforos, enzimas hidroliticas
extracelulares, competicdo por nutrientes e espaco e inducdo de resisténcia
sistémica na planta (Haas & Défago 2005).

Os antibioticos peptidicos representam a classe predominante, resistentes a
hidrolise de peptidases e proteases (Stein 2005). S&0 0s principais compostos
responsaveis pela acao antagonica que controla fungos e bactérias patogénicas de
plantas (Moreira; Nesi; May De Mio 2014). Os lipopeptideos ciclicos sao
representados pelas familias das surfactinas, fengicinas e iturinas, responsaveis
por interagir diretamente com o envelope nuclear das células alvo. De origem néo-
ribossomal, sua heterogeneidade é conferida pela presenca de residuos de
aminoacidos, ligados a um unico acido graxo B-amino ou B-hidroxi, modificados por
processos de acilacdo, metilacdo ou glicosilacao (Fira et al. 2018), o que Ihe confere
baixa toxicidade e alta biodegradabilidade.

A familia das surfactinas possuem propriedades antibacterianas e
hemoliticas, sem exibir carater fungitoxico. Sua funcdo biossurfactante promove a
solubilizacdo da camada fosfolipidica e a formacdo de canais na membrana
plasmatica, ao promover interacdo com a porcao lipidica e projetar-se para os
espacos apolares (Ongena et al. 2007). A formacao de biofilmes na superficie do
hospedeiro, decorrente da atuacéo das surfactinas, confere funcdes de protecéo a
acao do antagonista e eficiéncia durante a colonizacdo em toda extensdo da
superficie radicular (Arguelles-Arias et al. 2009).

Ja a iturina, subdividida em A, C, D, e nas variantes micossubtilina e
bacilomicina, atuam na formag&o de canais idnicos e promovem efeito sinérgico a
acdo da fengicina e surfactina. E as fengicinas sédo lipopeptideos altamente

by

fungitoxicos, responsaveis por se associar a membrana celular do organismo
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patogénico e desencadear a formagdo de canais ou poros, alterando sua
permeabilidade (Fira et al. 2018). Os antibibticos lipopeptidicos, também séo
responsaveis por desencadear mecanismos de defesa em plantas hospedeiras em
resposta a acao de patégenos (Arroyave-Toro; Mosquera; Villegas-Escobar 2017,
Guardado-Valdivia et al. 2018).

O peptideo antifungico fengicina, purificado a partir de cepas de Bacillus
velezensis apresentou efeito inibitorio sobre o fitopatégeno Fusarium solani, agente
etiologico da podridao do caule em mudas de maracuja Passiflora edulis, quando
comparado ao efeito de dois fungicidas. O peptideo promoveu inchaco nas hifas,
com acumulo de acido nucléico e quitina, e alteracdes na permeabilidade da
membrana celular, provocando desintegracdo na estrutura celular do patégeno
(Wang et al. 2021).

As enzimas hidroliticas, como quitinases, (3-1,3 glucanases, proteases e
celulases, sdo produzidas por meio do metabolismo secundario bacteriano, e
desempenham fung¢des nas obstrucdes e degradacdo dos constituintes quimicos
da parede celular dos fungos patogénicos (Guleria et al. 2016, Shafi; Tian; Ji 2017).
As quitinases sao subdivididas em 1,4-Bacetilglucosaminidases (GIcNAcases),
endocitinases e exochitinases, e a sua degradacdo induz a liberacdo de
exoquitinase, responsaveis por modular mecanismo de defesa contra fitopatégenos
(Benitez et al. 2004). A sintese da quitinase é desencadeada pelo mecanismo de
interacdo entre o agente de biocontrole e o patdgeno. Analises de informacdes
filogenéticas de comunidades bacterianas, evidenciaram que a formacdo da
composicao de quitinases bacterianas sdo determinadas pelo pH e o tipo de solo
avaliado, além da interacdo com 0s organismos presente na microbiota (Terahara
et al. 2009).

As proteases ao longo da atividade antagbnica desempenham o papel de
clivar ligacbes peptidicas presentes na parede celular fungica (Cherkupally;
Amballa; Bhoomi 2017). Uma ampla gama de espécies microbiana produz
complexos de celulase responsaveis por desencadear a resisténcia sistémica
induzida nas plantas, ao produzir residuos de celobiose e glicose, resultantes da
hidrolise das ligacbes 1,4-B-D-glucano na celulose, os quais, também, sao
convertidos em fonte de energia (Saravanakumar et al. 2016). Em fung&o da sua

natureza insoluvel a celulose é degradada extracelularmente, e os produtos
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disponibilizados como fonte de carbono, tornando-se disponiveis para o0s
microrganismos residentes na zona rizosférica (Behera et al. 2017).

Islam e colaboradores (2019), ao selecionar bactérias provenientes de solo
rizosférico, em zonas agroecoldgicas na regido de Bangladesh, para biocontrole da
murcha de Fusarium em cultivo de tomate, verificaram que a aplicacao de isolados
de Bacillus methylotrophicus apresentaram atividade antagbnica contra F.
oxysporum, com reducdo dos sintomas da murcha, associado a producdo de
enzimas liticas.

Durante a competicdo entre microrganismos, a indisponibilidade de
nutrientes ou espago se torna um fator primordial capaz de desencadear a
producdo de metabolitos secundarios, que interrompem o crescimento microbiano,
conferindo ao organismo produtor uma vantagem seletiva sobre o agente
patogénico (Marzano; Gallo; Altomare 2013). As bactérias podem exibir efeito
fungistatico sobre a germinacao de esporos de fungos fitopatogénicos, privando-os
da disponibilidade de nutrientes e secretando compostos antifungicos. A fungistase
condiciona o fungo a uma relagcédo adaptativa, onde a capacidade de germinacao é
conservada, ao permanecer em estado de dorméncia, até ser favorecida pela
disponibilidade de recursos nutricionais, como acucares e aminoacidos (Gordon
2017).
fitopatdgenos presentes no solo, pois atuam antagonicamente ao complexar ions
de ferro e torna-los indisponiveis para o metabolismo fitopatogénico. Como,
fornecé-los sob a forma sollvel para serem absorvidos pela planta, e atuar
enquanto promotores de crescimento (Arguelles-Arias et al. 2009, Ben Khedher;
Mejdoub-Trabelsi; Tounsi 2021).

AplicacBes da cepa w176 do Bacillus sp. mostrou-se efetiva no controle do
mofo verde do citrus, doenca pos-colheita acometida por Penicilium digitarium,
responsavel por perdas significativas durante o armazenamento. A inibicdo do
crescimento micelial in vitro de P. digitarium ocorreu por meio do processo de
competicdo por nicho ecolégico e nutrientes, associada a producdo de compostos
antimicrobianos (Tian et al. 2020). Cepas de Bacillus spp. isoladas do filoplano de
macieiras exibiram atividades inibitérias sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum acutatum in vitro, por meio da produgédo de metabdlitos antifingicos
(Moreira; Nesi; May De Mio 2014).
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De acordo com esse contexto, a insergao de microrganismos com potenciais
antagonistas, enquanto estratégia ecologicamente sustentavel, no gerenciamento
de doencas que acometem culturas agricolas, se torna uma importante alternativa
de biocontrole, como forma de propor a redugcdo da densidade populacional do
patdgeno no solo e da sua capacidade de infectar hospedeiros, mitigando os danos
severos ocasionados nos principais patossistemas, como forma de proporcionar a
protecdo da cultura e manutencdo da produtividade agricola.
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Bacillus spp. e Trichoderma asperellum no biocontrole de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

Marilia de Jesus Ferreiral , Harllen Sandro Alves Silva? , Fernando Haddad?

RESUMO

O maracuja amarelo, Passiflora edulis, € acometido por diversas doencas dentre
elas a fusariose, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop),
considerada uma doenca destrutiva devido a sua complexidade de manejo e
inexisténcia de cultivares resistentes. O emprego de microrganismos para o
controle biol6gico de doengas constitui-se uma alternativa sustentavel, segura e
eficiente no manejo integrado das enfermidades em culturas agricolas. Portanto, o
presente estudo objetivou avaliar o potencial antagonista in vitro de isolados de
Bacillus spp. e um isolado de Trichoderma asperellum na supresséao de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae e identificar a presenca de atividade enzimatica
relacionadas a acdo antifangica. Foram realizados ensaios para avaliacdo de
antagonismo em teste de pareamento direto, producdo de metabdlitos volateis,
producdo de compostos organicos ndo-volateis e producdo de enzimas liticas
bacterianas e sideroforos. Os isolados bacterianos exibiram potencial antagonico,
estatisticamente, significativo, nos testes de confrontacdo direta, por meio da
reducédo do crescimento micelial de Fop, com percentuais de inibicdo entre 59% e
68,5%. Trichoderma asperellum, exibiu atividade inibitéria direta sobre o patdgeno,
com o percentual de inibicdo de 72%. Em relacdo aos efeitos dos Compostos
Organicos Volateis emitidos por Bacillus spp., ndo houve efeito supressivo
significativo sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum passifliorae,
apenas Trichoderma asperellum exibiu efeito antagbnico significativo com a média
de inibicdo micelial de 53%. Os filtrados livres de células e os metabdlitos volateis
bacterianos ndo apresentaram interferéncias significativas no crescimento das
colénias de Fop, quando comparadas ao controle. As cepas bacterianas
apresentaram producéo extracelular de enzimas hidroliticas, com maior destaque
para as atividades proteoliticas e celuloliticas. Bacillus spp. Bac6, APC51, APCO07
e 399 apresentaram a producédo de quitinases. E apenas, Bacillus spp. Bac 2 e 01C
nao exibiram a producdo de sideréforos, por meio da identificacdo de pigmento
extracelular fluorescente. A avaliacdo da atividade antagdnica evidenciou que
Bacillus spp. e T. asperellum impossibilitou o crescimento de Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae in vitro, comportando-se como organismos detentores de
mecanismos diretos, viaveis no controle biolégico de fitopatdégenos.

Palavras-chave: Passiflora, controle biolégico, fitopatbgeno, murcha.
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Bacillus spp. and Trichoderma asperellum isolates in the
biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae

Marilia de Jesus Ferreiral , Harllen Sandro Alves Silva? , Fernando Haddad?

ABSTRACT

The yellow passion-fruit, Passiflora edulis, is affected by several diseases among
them the fusarium, caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(Fop), considered a destructive disease due to its complexity of management and
lack of resistant cultivars. The use of microorganisms for the biological control of
diseases is a sustainable, safe and efficient alternative in the integrated
management of diseases in agricultural crops. Therefore, the present study aimed
to evaluate the in vitro antagonist potential of Bacillus spp. isolates and an isolate
of Trichoderma asperellum in the suppression of Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae and to identify the presence of enzymatic activity related to the antifungal
action. Assays were performed to evaluate antagonism in direct pairing test,
production of volatile metabolites, production of non-volatile organic compounds,
and production of bacterial lytic enzymes and siderophores. The bacterial isolates
exhibited statistically significant antagonistic potential in direct confrontation tests by
reducing the mycelial growth of Fop, with inhibition percentages between 59% and
68.5%. Trichoderma asperellum, exhibited direct inhibitory activity on the pathogen,
with the percentage of inhibition of 72%. In relation to the effects of the Volatile
Organic Compounds emitted by Bacillus spp., there was no significant suppressive
effect on the mycelial growth of Fusarium oxysporum passiflorae, only Trichoderma
asperellum exhibited significant antagonistic effect with the average of mycelial
inhibition of 53%. The cell-free filtrates and the bacterial volatile metabolites showed
no significant interference on the growth of Fop colonies when compared to the
control. The bacterial strains showed extracellular production of hydrolytic enzymes,
most prominently proteolytic and cellulolytic activities. Bacillus spp. Bac6, APC51,
APCO07 and 399 showed the production of chitinases. And only, Bacillus spp. Bac 2
and 01C did not exhibit the production of siderophores, through the identification of
fluorescent extracellular pigment. The evaluation of the antagonistic activity showed
that Bacillus spp. and T. asperellum prevented the growth of Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae in vitro, behaving as organisms possessing direct mechanisms,
viable in the biological control of phytopathogens.

Keywords: Passiflora; biological control; phytopathogen; wilt.
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INTRODUCAO

Passiflora edulis representa uma espécie de grande importancia econémica
para o mercado nacional. A producdo agricola do maracuja-amarelo, nos ultimos
anos, tem sofrido decréscimo e o tempo de exploracdo tem sido limitado pela
ocorréncia de doencas nas areas de cultivo (Monzani et al. 2015). A suscetibilidade
a problemas fitossanitarios torna a espécie propensa a infec¢bes ocasionadas
principalmente por patégenos fungicos veiculados pelo solo, como Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), o agente etiolégico da murcha de Fusarium.

A murcha de Fusarium € uma das principais doencas que afeta severamente
a produtividade dos maracujazeiros. A limitagcdo quanto a existéncia de métodos
curativos no controle da murcha de Fusarium na cultura do maracuja, associada a
inconsisténcia dos métodos quimicos e da resisténcia genética, tem dado suporte
a investigacao de praticas alternativas e sustentaveis como forma de implementar
0 manejo integrado de doencas de plantas.

O uso de agentes de controle biolégico no manejo de fitopatégenos em
culturas agricolas, tem apresentado um aumento expressivo devido a grande
demanda por alternativas que evidenciam funcdes ecoldgicas e sustentaveis, como
forma de mitigar ou suprimir a acdo de patdgenos e seus efeitos nocivos sobre o
metabolismo das plantas e nas interagdes na microbiota rizosférica (Niu et al. 2020,
Stenberg et al. 2021). As estratégias devem propor a reducdo da densidade
populacional do patdgeno em solos infestados e a sua capacidade de infectar
hospedeiros.

Ao atuar diretamente sobre o metabolismo celular patogénico, os agentes de
biocontrole podem interferir nos processos fisioldgicos referentes ao crescimento
micelial, germinacdo e esporulacdo, que em alguns casos podem induzir a
supresséao do patdgeno. O género Trichoderma é considerado um potencial agente
de biocontrole biolégico, em funcéo da sua eficiéncia e do seu amplo espectro de
acOes antimicrobianas (Kamaruzzaman et al. 2021). Tal feito € proporcionado pela
presenca de mecanismos de acdo como micoparasitismo, producéo e secrecao de
compostos organicos volateis ativos, competicdo e inducédo de defesa nas plantas
hospedeiras (Benitez et al. 2004, Mukhopadhyay & Kumar, 2020).

Bactérias do género Bacillus estdo entre 0s microrganismos que apresentam

elevado potencial de sucesso durante as interagdes ecoldgicas, em meio as
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atividades de biocontrole, devido a capacidade de formacdo de estruturas de
resisténcia e a rapida colonizacdo (El-Bendary; Hamed; Moharam 2016), que
favorecem a capacidade de manutencdo e sobrevivéncia, em solos de areas
cultivadas (Cruz et al. 2013). Cepas de Bacillus spp. sdo extensivamente avaliadas
guanto ao seu potencial em protecdo de plantas e promotores de crescimento
(Huang et al. 2012).

Os agentes de biocontrole apresentam mecanismos de interacdo, que
devem ser elucidados como forma de potencializar o controle e selecionar
linhagens eficientes (Mishra et al. 2018). Os métodos selecionados para triagem de
microrganismos promissores visam abordagens que englobam uma ampla gama
de mecanismos relacionados as atividades antagbnicas, como producdo de
metabalitos, competicdo, parasitismo, utilizacdo de fontes de carbono especificas e
atividades enzimaticas antimicrobiana (Rojas et al. 2020).

Diante deste contexto, o presente estudo foi realizado com o objetivo de
avaliar o potencial antagdnico e a eficiéncia in vitro de isolados de Bacillus spp. e
Trichoderma asperellum no controle do patégeno Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae e elencar possiveis mecanismos de a¢cfes envolvidos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia Hermes
Peixoto da Embrapa Mandioca e Fruticultura, unidade localizada no municipio de
Cruz das Almas, Bahia. Foi utilizada a cepa de Trichoderma asperellum (Tri-81), ja
empregada no desenvolvimento de estudos como potencial agente de biocontrole
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, em cultura de banana. Os isolados de
Bacillus spp. e o patégeno Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae foram obtidos da
colecdo microbiolégica do laboratério de Fitopatologia (Tabela 1). O isolado
patogénico foi proveniente de plantas da espécie Passiflora edulis que
apresentavam sintomas tipicos da murcha de Fusarium em uma area produtora de
maracuja, no municipio de Cruz das Almas, o qual foi selecionado como o isolado
mais agressivo em andlise de sobrevivéncia de P. edulis (Pires 2020).

Os isolados fungicos e bacterianos foram reativados em meios de cultura

Batata Dextrose Agar (BDA) e Agar nutriente (NA), respectivamente, e mantidos
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em camera de germinacao tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 25 +
2°C, em fotoperiodo de 12 horas.

Foram realizados testes in vitro quanto a capacidade de inibicdo do
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. passiflorae por meio de testes de
antagonismo direto, compostos organicos volateis e ndo volateis e a identificacao

qualitativa da sintese de enzimas liticas extracelulares com perfil antimicrobiano.

Tabela 1. Identificacdo dos isolados Bacillus spp., Trichoderma asperellum e
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae utilizados nos ensaios in vitro.

Cédigo Isolados Local de coleta Hospedeiro Origem
CMF1007 T. asperellum nd Plantio Sisal Solo
BAC 2 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA nd Nd
BAC 3 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA nd nd
BAC 4 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA nd nd
BAC 5 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA nd nd
BAC 6 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA nd nd
APC51 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA Prata Ana Pseudocaule
APCO7 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA Prata Ana Pseudocaule
PAO5 Bacillus sp. Cruz das Almas-BA Prata Ana Rizosfera
01C Bacillus sp. Cruz das Almas-BA Feijao Endofitica
399 Bacillus sp. nd nd Nd
CMF3115 F. oxysporumf.sp. Cruz das Almas-BA P. edulis Colo/raiz

passiflorae

*nd= nao identificavel

Avaliacdo de antagonismo em teste de pareamento direto

O potencial antagbnico dos isolados de Bacillus spp. e Trichoderma
asperellum sobre o desenvolvimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae foi avaliado por meio do método de cultura pareada, descrito por Dennis
&Webster (1971), adaptado.

Para o antagonismo de Bacillus spp., discos miceliais de 6 mm de diametro
retirados da borda da cultura de Fop, com 10 dias de crescimento, foram repicados
no centro de placas de Petri de 90 mm de diametro, contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA). Os isolados de Bacillus spp., cultivados em caldo

nutriente por 24 h a 28 °C sob agitacao orbital de 120 rpm, foram depositados sobre
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guatro discos de papel filtro Whatman n° 1, esterilizados, em posi¢coes equidistantes
a lcm da borda da placa, utilizando-se 10 yL da suspensédo bacteriana a 108
UFC.mLl. E entdo, acondicionados em BOD a temperatura de 25 + 2°C com
fotoperiodo de 12 horas.

Os tratamentos foram compostos pelo isolado Fop x 10 isolados de Bacillus
spp., com dez repeticbes em delineamento inteiramente casualizado. Como
controle foram mantidas apenas discos miceliais de Fop, inoculados no centro de
cada placa com meio BDA, e quatro discos de papéis filtro contendo 10 uL de agua
destilada esterilizada e incubadas em BOD a 28 °C com fotoperiodo de 12 horas
por 10 dias.

As avaliacbes consistiram na mensuracdo do crescimento micelial do
patdgeno, aos 10 dias do acréscimo do patdgeno, utilizando o software Image J,
até a testemunha completar seu crescimento, compreendendo toda a superficie do
meio. Os valores obtidos das medi¢cdes foram convertidos em porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial do patdogeno (PICM), utilizando a formula de
Menten et al. (1976): PCIM (%) = [(T- t) /T] x 100. Onde, T é a testemunha e t 0
tratamento.

Para o antagonismo de Trichoderma asperellum, discos miceliais de 6 mm
de diametro de Trichoderma (antagonista) foram colocados em posi¢cGes opostas
ao disco de F. oxysporum f. sp. passiflorae, em placas de Petri contendo meio de
cultivo BDA, e com o distanciamento de aproximadamente 1 cm da borda da placa.
As placas foram incubadas em BOD a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas, por
10 dias, com 10 repeticGes em delineamento inteiramente casualizado.

Apés o periodo de incubacédo, foram feitas medicdes dos diametros das
col6nias de Fop e transformados em PICM. A avaliacdo do crescimento micelial de
T. asperellum foi utilizada para classificar o grau de antagonismo de acordo com a
escala de notas proposta por Bell et al. (1982): Categorias de antagonismo: 1-
antagonista cresce sobre o patdgeno e ocupa toda a superficie do meio; 2-
antagonista cresce sobre pelo menos 2/3 do meio; 3- antagonista e o patdégeno
crescem cada um sobre a metade do meio; 4- o patégeno cresce sobre pelo menos

2/3 do meio; 5- o patdgeno ocupa toda a superficie do meio.
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Producdo de Compostos Organicos Volateis e atividade antifungica

Para a identificacdo de atividade antifingica por meio de compostos
organicos volateis produzidos por isolados de Bacillus spp. e Trichoderma
asperellum, sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae,
foi utilizada a metodologia das placas sobrepostas proposta por Dick & Hutchinson
(1966).

A montagem das unidades experimentais foi estruturada através da
utilizacdo de duas placas de Petri de 90 mm, sobrepostas. Para os isolados
bacterianos, na placa inferior foi inoculada 100 yL de suspenséo bacteriana a 108
UFC mL* sobre o meio Agar Nutriente, e espalhadas uniformemente com a al¢a de
Drigalsky, de forma a produzir uma camada uniforme de células na superficie do
meio. E na placa superior, contendo meio de cultura BDA, um disco de micélio da
cultura de Fop (6mm), foi depositado no centro. As placas foram seladas com filme
de PVC e incubadas a 28 °C em BOD, com fotoperiodo de 12 horas, por 12 dias,
até que o micélio do fungo, na placa controle, atingisse o crescimento maximo em
toda placa.

Para Trichoderma asperellum, um disco de micélio da cultura foi depositado
sobre o meio BDA, na placa inferior, e um disco micelial do patégeno, na placa
superior. As placas foram sobrepostas e vedadas com filme PVC e incubadas em
BOD a 25 +2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por 12 dias. No tratamento controle,
as placas de Petri contendo o patdégeno foram invertidas sobre placas contendo
apenas meio de cultura, sem a presenca do antagonista.

Todas as placas foram fotografadas, e o diametro médio das colénias do
patégeno foi mensurado aos 12 dias, por meio do software Image J. os valores
médios de inibicdo, foram determinados por meio da formula PCIM (%) = [(T-t) /T]
x 100 (Menten et al. 1976), onde “T” representa o valor do didmetro do controle e
“t” o valor do didmetro do tratamento na presenca do antagonista, medidas em
milimetros. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,

com dez repeticoes.
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Producdo de Compostos Organicos N&o-volateis e efeito sobre Fusarium

oxysporum f. sp. passiflorae

A producédo e o efeito de metabdlitos secundarios ndo volateis sobre o
crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae foi verificado a partir
da incorporacao de filtrados de culturas de Bacillus spp. e Trichoderma asperellum
ao meio de cultura,conforme Mello et al. (2007). Isolados de Bacillus spp. foram
transferidos para frascos de Erlenmeyers com capacidade para 150 mL contendo
caldo nutriente, e incubados por sete dias, sob agitacdo orbital (Lab line
Instruments, Inc., modelo 60160) de 120 rpm, a temperatura de 25 + 2°C.

Para T. asperellum, 3 discos miceliais foram cultivados em meio Batata
Dextrose (BD), em Erlenmeyers de 250 mL, durante 7 dias em agitacdo orbital a
120 rpm e temperatura de 25 £ 2°C. Apoés o periodo de incubacao, as culturas foram
centrifugadas (Hettich® ROTINA 420/420R centrifuge) a 4000 rpm por 10 minutos,
e em seguida filtradas, utilizando filtro Millipore Millex® com porosidade de 0,45um,
acoplado a seringas de 10 mL. 5 mL do filtrado de cada cultura de Bacillus spp. e
T. asperellum, foram acrescidos a 15 mL de meio BDA fundente, proximo a
solidificacéo, ap0s esterilizacdo em autoclave, e vertidos em placas de Petri. Discos
miceliais, 6 mm, do patdégeno foram depositados sobre o meio de cultura contendo
os filtrados.

Como controle foram adicionados 5 mL de agua destilada esterilizada ao
meio de cultura fundente. As placas foram incubadas em BOD a 25 + 2 °C com
fotoperiodo de 12 horas. As placas foram fotografadas, e o diametro das coldnias

patogénica foram mensurados aos 12 dias, por meio do software Image J.

Producado de enzimas hidroliticas por isolados bacterianos e caracteristicas

antimicrobianas

Os isolados de Bacillus spp. foram submetidos a testes enzimaticos para
determinacdo de atividades enzimaticas de protease, celulase e quitinase,
envolvidas em atividade antagénica contra fitopatdégenos.

Para determinacdo de atividade proteolitica, os isolados bacterianos foram

semeados em meio agar, suplementado com leite desnatado, conforme Kazanas
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(1968), adaptado. Os isolados foram repicados em locais distintos na superficie do
meio, quatro repeticdes por tratamento, e incubadas a 28°C por 48 horas. Col6nias
gue apresentaram, apds incubacao, formacéo de halos transparentes ao redor da
area de crescimento da coldnia, em contraste com o aspecto leitoso do meio,
determinaram a presenca de atividade proteolitica.

Para deteccéo da producao de celulase, os isolados foram cultivados em
meio de cultura sais minerais, de acordo com Breccia et al. (1995), modificado
(NaNOs, 1,2 g.LY; KH,PO,, 3,0 g.L Y K,HPO,, 6,0 g.Lt; MgS0,.7H,0, 0,2 g.L%;
CaCl,.2H,0, 0,05 g.L%; ZnS0,.7H,0, 0,001 g.L*; MnS0O,.7H,0, 0,01 g.L!; Agar
bacteriol6gico,15,0 g.L%; pH 7,0), suplementado com carboximetilcelulose (5 g.L ),
como Unica fonte de carbono. Os isolados foram repicados no meio, com quatro
repeticdes por tratamento, e incubadas a 28°C por 4 dias. Apos incubacao, foram
adicionados 10 mL de solucéo de Vermelho Congo a 0,5 % (p/v) em cada placa e,
em temperatura ambiente, apds 15 minutos foram realizadas lavagens sucessivas
com solucao de NaCl 1M. A observacao de uma zona amarelo alaranjada ao redor
das colonias bacterianas indicou a producéo de celulase.

A capacidade de producéo de quitinase foi determinada pelo método descrito
por Renwick; Campbell; Coe (1991), onde os isolados foram repicados, por pontos
na superficie do meio de sais minerais (CaC03,0,02 g.L?; FeS0,.7H,0, 0,01 g.L?;
KCI, 1,71 g.L}; MgS0,.7H,0, 0,05 g.L%; Na,HPO,4.12H,0, 4,11 g.L%; 4gar 15 g.L?
e pH ajustado para 7,0), suplementado com quitina coloidal a 0,08% como Unica
fonte de carbono. Foram realizadas quatro repeticbes para cada tratamento e
incubados a 28 °C durante 10 dias. A capacidade de producédo de quitinase foi
caracterizada com a presenca de um halo claro ao redor da col6nia, contrastando

com o aspecto turvo do meio.

Deteccédo da producédo de sideroforos

A caracterizacdo de isolados de Bacillus spp. quanto a producdo de
sideroforos foi determinada pela deteccdo de pigmentos fluorescentes sob a
incidéncia da luz negra, descrito conforme Lamichhane & Varvaro (2013),

adaptado. Os isolados foram semeados em meio agar PGS (peptona 10 g.L?;
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gelatina 20 g.L!; sacarose 20 g.L'; K;HPO4 1g.L; MgS04.7H20 1 g.L%; 4gar 15
g.L; pH ajustado para 7.2), isento de ferro. Foram utilizadas quatro repeticdes para
cada tratamento, e incubadas a 28°C por 72 horas. Transcorrido esse periodo, as
culturas foram submetidas a deteccéo de fluorescéncia com visualizagéo sob a luz
negra. A presenca de fluorescéncia nas colonias observadas indicou a produgao

de sideroéforos.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando o teste F, e
para determinagéo de diferengas significativas existentes entre os tratamentos, as
médias foram comparadas e agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR (Ferreira 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo de antagonismo em teste de pareamento direto

No teste de cultivo pareado a presenca de atividade antag6nica por isolados
de Bacillus spp. foi determinada por meio da inibicdo do crescimento micelial de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) in vitro. Todos os isolados de Bacillus
spp. exibiram antagonismo estatisticamente significativo, com reducdo do
crescimento de Fop apdés dez dias de incubacdo em condi¢cdes controladas (Figura
1). Os maiores percentuais de inibicdo foram determinados pelos isolados APCQ7,
APC51 e Bac2, com valores de 68,5%, 68% e 68,1%, respectivamente, diferindo
estatisticamente dos demais isolados analisados. Os isolados bacterianos 399,
01C, PAO5 e Bac6, apresentaram porcentagens de inibicdo micelial de 66,8%,
65,8%, 64,8% e 64,8%, com diferenca estatistica em relacdo aos isolados Bach,
Bac3 e Bac4, que exibiram inibicbes de 62,1%, 61,3% e 59%, respectivamente
(Figura 2).
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Figura 1: Atividade antag6nica in vitro de isolados de Bacillus spp. e Trichoderma asperellum contra
F. oxysporum f. sp. passiflorae em testes de antagonismo direto, apés 10 dias de crescimento em
meio de cultura BDA. Isolados de Bacillus sp. Bac 2 (a); Bacillus sp. Bac 3 (b); Bacillus sp. Bac 4
(c); Bacillus sp. Bac 5 (d); Bacillus sp. Bac 6 (e); Bacillus sp. APC51 (f); Bacillus sp. APCO7 (g);
Bacillus sp. PAO5 (h); Bacillus sp. 01C (i); Bacillus sp. 399 (j); Trichoderma asperellum Tri-81 (k);

controle (I).
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Figura 2. Inibicdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) in vitro,
em teste de pareamento direto, por Bacillus spp. e Trichoderma asperellum. Médias seguidas por
letras distintas ha mesma coluna diferem entre si, pelo teste de Scott knott, a 5% de probabilidade.
Coeficiente de variacao (%) = 6,46.

A interacdo antagobnica foi evidenciada pela inibicdo do crescimento micelial
de Fop associada a formacdo de halos de inibicdo, os quais caracterizam a
presenca de secrecdo e acimulo de metabdlitos extracelulares com propriedades
fungistéticas, pelas coldnias bacterianas (Cawoy et al. 2015).
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Isolados bacterianos da mesma espécie, embora morfologicamente
semelhantes, podem apresentar comportamentos fisiologicos distintos ao longo da
interacdo antag6nica com outros microrganismos. Além da variabilidade genética,
inerente a cada isolado, que condiciona a presenca de caracteristicas fisioldgicas
especificas, ha também a interferéncia de condicionantes externos que influenciam
no desenvolvimento, como a disponibilidade de nutrientes, acdo do pH e da
temperatura (Bomfim et al. 2010).

No presente estudo, a presenca de micélio do patégeno com coloracdo mais
escura, préximo a zona de inibicdo, caracteriza a provavel presenca de conteddo
citoplasmatico na regido periférica da célula, decorrente da acdo de compostos
antimicrobianos sobre as estruturas miceliais, ocasionando alteracdes
morfoldgicas, como vacuolizacbes e deformacdes nas hifas (Montealegre et al.
2003).

A sintese de compostos difusiveis bacteriano, de baixo peso molecular,
como antibioticos (peptideos, policetideos, lipopeptideos, bacteriocinas), enzimas
extracelulares e metabdlitos altamente toxicos, sao responsaveis por exibir
atividade supressiva sobre o crescimento fungico de fitopatdogenos (Benitez et al.
2004), ao produzir disturbios morfoldgicos, inchacos e lise em sua parede celular
(Li et al. 2020).

A presenca de atividade antimicrobiana no género Bacillus é relatada
principalmente em decorréncia da sintese de antibiéticos, com destaque para a
classe dos lipopeptideos ciclicos, que devido suas especificidades atuam de forma
diferenciada no antagonismo (Zouari et al. 2016). Em ensaios de antagonismo
direto, a expressao de genes que codificam a biossintese e secrecdo de compostos
bioativos € potencialmente estimulada e modulada em resposta a sinalizacao
promovida por metabdlitos secundarios secretados por agentes patogénicos
presente no meio de cultivo (Karimi et al. 2016, Gabardo et al. 2020, Sridharan et
al. 2021). Lipopeptideos pertencentes as familias das fengicinas, iturinas e
surfactinas foram detectados em maiores quantidades quando cepas bacterianas
foram expostas a presenca de patdégenos, em testes de cultura dupla (Cossus et al.
2021).

A sintese de lipopeptideos ciclicos de diferentes familias, produzidos pelas
mesmas cepas, possuem diferentes funcionalidades, desde a atuacdo sinérgica na

potencialidade da supressao do patégeno, até o estabelecimento bacteriano nos
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tecidos radiculares ao longo da interacdo planta-microrganismo, produzindo
motilidade, biofilme e sinalizadores bioquimicos (O’Brien 2017, Karthika; Midhun;
Jisha 2020, Zouari et al. 2016), que sao fatores primordiais para a garantia de
sucesso da acao de biocontrole.

Durante as interagfes ecoldgicas, 0 crescimento moderado de fungos como
Fusarium oxysporum podem fornecer as cepas bacterianas antagonistas mais
tempo para produzir metabdlitos antifangicos e, portanto, apresentar maior efeito
inibitério (Arroyave-Toro; Mosquera; Villegas-Escobar 2017), condi¢cdo que, em
campo, pode favorecer o processo de colonizacao e estabelecimento rizosférico de
cepas bacterianas que apresentam rapido crescimento, como o género Bacillus.

Bacillus subtilis, apresentou atividade antifangica de amplo espectro, sobre
o crescimento micelial de quatro espécies de Fusarium, F. sambucinum, F. solani,
F. oxysporum e F. graminearum, causadores da murcha de Fusarium em culturas
de Solanum tuberosum L., exibindo porcentagens de inibicdo de 85,3%, 72,8%,
54,7% e 73,6%, respectivamente (Ben Khedher; Mejdoub-Trabelsi; Tounsi 2021).

Quanto ao antagonismo da cepa Trichoderma asperellum, em condi¢cbes
controladas, este exibiu atividade inibitéria sobre o crescimento micelial de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, com inibicdo de 72% (Figura 2). Observou-
se que T. asperellum estabeleceu contato fisico com a area de crescimento de Fop,
apresentando a emissdo de prolongamentos miceliais e esporulacdo sobre a
col6nia patogénica (Figural k). O contato fisico pode caracterizar a presenca de
competicdo entre 0s organismos, por recurso nutricional fornecido no meio de
cultura, onde o antagonista é favorecido em funcéo do seu crescimento acelerado
(Cherkupally; Amballa; Bhoomi 2017).

De acordo com seu grau de antagonismo, Trichoderma asperellum foi
classificado conforme a escala de notas de Bell (1982), como antagonista eficiente,
por apresentar nota 2, em que o crescimento do agente antagonista, cresce sobre
pelo menos 2/3 do meio, e apresenta estruturas sobrepostas ao micélio do
patégeno (Figural k).

Em ensaios de co-cultivo, Trichoderma asperellum apresentou grande
vantagem frente ao agente patogénico, devido sua capacidade de rapido
crescimento e esporulacdo, o que lhe confere alto potencial competidor e

micoparasitario (Tian et al. 2020).
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Gajera et al. (2016) relataram que Trichoderma koningii e Trichoderma viride
foram responsaveis por exibir alta capacidade de inibicdo do crescimento micelial
de Ralstonia solani, agente causador da podriddo radicular em algodoeiros. As
cepas de Trichoderma apresentaram elevada expressao de genes funcionais para
quitinase e metabdlitos secundéarios, com propriedades quimicas citotoxica e
antifingica, ao serem submetidos a presenca de polimeros da parede celular do
fitopatdégeno.

Durante a acdo micoparasitaria de Trichoderma ocorre a inducéo de vias de
transducdo de sinal, responsaveis pela sintese de compostos enzimaticos que
atuam diretamente sobre a estrutura celular dos fungos patogénicos (Guo et al.
2020). A interacao envolve a deteccao do fungo hospedeiro, fixacdo, enrolamento
e formacdo de estruturas semelhantes a apressorios, seguida da secrecédo de
enzimas hidroliticas e peptaibois associadosa patogénese, que resultam na lise e
dissolucéo da parede celular das hifas dos patogenos (Gajera et al. 2016, Guigon-
Lopez et al. 2014).

Producdo de Compostos Organicos Volateis (COVs) e atividade antifungica

Foi avaliada a atividade antifungica dos isolados de Bacillus spp. (Bac2,
Bac3, Bac4, Bach, Bac6, APC51, APCO7, PAO5, 01C e 399) e de T. asperellum
sobre o desenvolvimento de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, sob a influéncia
da producdo de compostos organicos volateis emitidos pelos antagonistas. Em
relacéo aos efeitos dos COVs emitidos por Bacillus spp. e T. asperellum, nao foi
observado efeito supressivo significativo sobre o crescimento micelial de Fusarium
oxysporum passiflorae, em relacédo ao controle (Figura 3). Os isolados de Bacillus
spp., Bac2, Bac3, Bac4, Bach, Bac6, APC51, APCO7, PAO5, 01C e 399, exibiram
os valores de 13,5%, 3,2%, 6,2%, 12,9%, 9,7%,13,5%, 15,0 %, 9,4%, 5,3% e 19%

respectivamente (Figura 3).
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Figura 3: Efeito inibitério de Compostos Orgéanicos Volateis (COVs) produzidos por Bacillus spp. e
Trichoderma asperellum sobre o crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae,
apo6s 12 dias de incubacdo a 27°C. Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem
entre si, pelo teste de Scott-knott, a 5% de probabilidade. Coeficiente de variacédo (%) =16,36.

Presume-se, que a auséncia de uma atividade antagonica expressiva por
isolados de Bacillus spp., reportada no presente estudo, pode estar associada as
condicBes de estudo, como as especificidades dos isolados, a disponibilidade de
nutrientes, temperatura, pH, condicbes de crescimento e caracteristicas fisico-
guimicas do meio de cultura onde o antagonista é cultivado. Tais condi¢cdes sao
determinantes para a ocorréncia de variacdes expressivas, ha producao e emissao
dos compostos volateis, as quais refletem em suas interacdes, desde o estimulo
até a efetividade do composto na acédo antagénica (Wheatley 2002).

No entanto, a exposicdo aos compostos volateis produzidos por Bacillus spp.
induziu a ocorréncia de alteracdes morfolégicas nas colénias de Fop, pois o micélio
aéreo apresentou-se menos denso, esparso e com variacdes pigmentares, quando
comparadas ao controle. A pigmentacdo micelial é caracteristico da sintese de
melanina e de compostos com estruturacdo quimica semelhante a melanina (Preto
et al. 2017), que sdo metabdlitos secundarios de composicdo fendlica ou inddlica
(Toledo et al. 2017), armazenados na parede celular fungica, a qual confere
protecéo contra radiacdo, oxidagao, temperaturas extremas, metais pesados, acao

enzimatica e a microrganismos; além de proporcionar rigidez estrutural as paredes
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celulares, com armazenamento de H-O e ions, evitando a dessecacao e o estresse
osmotico (Liu et al. 2008, Preto et al. 2017, Siletti; Zeiner; Talbot 2019).
Interferéncias na formacdo da melanina por atividades de COVs podem
comprometer esse mecanismo de protecao fungica (Bruce et al. 2003).

Cepas de Bacillus spp. podem sintetizar diversas classes de Compostos
Organicos Volateis, especificas para cada espécie, entre elas: cetonas, pirazinas,
terpendides, alcoois e sulfetos (Guevara-Avendafio et al. 2020). A emissao e
composicdo dos metabdlitos volateis sdo fortemente influenciadas pelas
concentragdes bacterianas sob condi¢cdes controladas, principalmente durante a
fase de crescimento microbiano (Bruce et al. 2003, Fincheira et al. 2017, Misztal et
al. 2018).

Em ensaios, a emissdo de COVs bacterianos em baixas concentracbes
mostrou-se insuficiente para promover acdes antagdnicas expressivas, como inibir
o crescimento micelial patogénico, a esporulacdo e germinacao. No entanto, essas
concentragbes podem induzir indiretamente o mecanismo de defesa da planta, o
gue confere resultados significativos na supressao da doenca, condicionando a
eficiéncia dos efeitos diretos a presenca dos compostos em altas concentracfes
(Sharifi & Ryu 2016).

O perfil bioquimico dos compostos volateis permite que suas moléculas se
difundam rapidamente a longa distancia entre as particulas do solo, e promovam
funcdes ecologicas, tanto como eliciadores na inducdo de resisténcia sistémica,
guanto promotores de crescimento (Syed-AB-Rahman et al. 2019).

A emissdo de Compostos Organicos Volateis produzidos por Trichoderma
asperellum exibiu efeito antagbnico significativo sobre o crescimento de Fop, com
a média de inibicdo micelial de 53% (figura 3). A sintese de metabdlitos volateis por
Trichoderma spp., como alcoois, ésteres, cetonas e aldeidos, sdo responsaveis por
inibir, expressivamente, o crescimento micelial de fungos patogénicos, mediante a
interacdo com receptores especificos localizados na membrana celular (Abd alla
El-Bialy et al. 2019).

Caracteristicas quimicas como baixo peso molecular, alta volatilidade e
baixa polaridade, possibilitam a acao direta sobre a esporulacédo e a germinacéo,
além de provocar distor¢cdes morfoldgicas nas estruturas miceliais e conidiais (Silva
et al. 2021), como vacuolizacao e espessamento da parede celular (Chaurasia et

al. 2005). Suas propriedades fisico-quimicas e a magnitude da sua emisséao, podem
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sofrer alteragbes em consonancia ao desenvolvimento e o ciclo de vida do fungo
(Lee et al. 2016).

Os compostos volateis emitidos por Trichoderma spp. podem desempenhar
importantes funcdes dentro das intera¢des entre planta e microrganismo, seja por
meio da modulacdo de sinais hormonais nas diferentes vias metabdlicas (Eslahi et
al. 2021), ou por regulagdo de genes relacionados ao mecanismo de defesa durante
a colonizagéao da planta hospedeira (Vinale et al. 2008). Durante o estabelecimento
das relacfes simbidticas ao longo da superficie radicular Trichoderma sp. produz
compostos bioativos que desempenham o papel de eliciadores na inducédo da
resisténcia sistémica (Guo et al. 2020).

Micélios de Sclerotinia sclerotiorum expostos a acdo de COVs produzidos
por Trichoderma sp. apresentaram heterogeneidade quanto a producdo de
proteinas, quando comparadas ao controle. A diversidade na expressdo de
proteinas diferenciais esta relacionada diretamente ao mecanismo de defesa do
patdgeno em resposta a acdo antagdnica, como a inativacdo dos metabdlitos
antimicrobianos (Silva et al. 2020).

Em ensaios antagonicos, foi observado que Trichoderma spp. inibiu
significativamente a producédo de micotoxinas produzidas por Fusarium spp., com
reducédo de 23% da producéo de tricotecenos tipo A e 33% de fumosinina B e acido
fusarico (Tian et al. 2020). Decorrente da sua habilidade competitiva, Trichoderma
possui a capacidade de converter metabdlitos de alta toxicidade, como micotoxinas,
em moléculas de baixa toxicidade, como os tricotecenos tipo A glicosilado (Tian et
al. 2020).

Lazazzara e colaboradores (2021), reportou que COVs (a- farneseno,
cadineno, 1,3-octadieno, 2-pentilfurano e 6-pentil-2H-piran-2-ona), emitidos por
cepas de Trichoderma asperellum T34, T. harzianum T39 e T. atroviride SC1 foram
responsaveis pela reducéo da severidade do mildio em discos de folhas de videira,
causado por Plasmopara viticola, por meio da ativacdo de mecanismos de defesa
da planta, como a formacdo de calos nos sitios de infeccdo e 0 aumento na

modulacao de genes relacionados a protecéo.
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Producdo de compostos organicos nao-volateis e efeito sobre Fusarium

oxysporum f. sp. passiflorae

Os isolados de Bacillus spp. Bac4 e 01C apresentaram os valores mais
expressivos em relacao a porcentagem de inibicao da atividade patogénica de Fop,
guando comparadas ao controle, correspondentes a 26,6% e 23,6%,
respectivamente, diferindo estatisticamente do controle e dos demais tratamentos.
Jé os isolados APC51, Bac5, 399, PAO5, Bac3, APCO07, Bac2 e Bac6 ndo exibiram
efeito antifingico eficiente, e ndo produziram resultados significativos sobre a
inibicdo do crescimento de Fop, com valores compreendidos, respectivamente,
entre 15,4%, 14%, 13,6%, 12%, 10,1%, 8%, 7,3% e 5,0%. O sobrenadante de
Trichoderma asperellum também ndo apresentou inibicdo satisfatéria do
crescimento de Fop, exibindo a porcentagem de 11% (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo da inibicdo do crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae por
isolados de Bacillus spp. e Trichoderma asperellum, por meio da producéo de compostos organicos
nao volateis, apds 12 dias de incubacdo. Médias seguidas por letras distintas ha mesma coluna
diferem entre si, pelo teste de Scott-knott, a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagéo (%) =
12,4.

Sridharan et al. (2021), reportou que ensaios em condi¢cdes controladas,
utilizando o sobrenadante livre de células de Trichoderma longibrachiatum foram
responsaveis por suprimir 25% do crescimento micelial do patbgeno Macrophomina
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phaseolina (Tassi) Goid. As especificidades dos metabdlitos sintetizados por
Trichoderma spp. tendem a varia de acordo com cada espécie.

Em divergéncia aos resultados encontrados no presente estudo, Erazo et al.
(2021) ao avaliar a acao de metabolitos secundarios difusiveis presente em culturas
filtradas de Trichoderma harzianum, reportou que os compostos exibiram efeito
inibitério significativo de 78,2%, sobre a atividade patogénica de Fusarium solani.
Foi relatado que o sobrenadante das cepas 151B1 e YBC de Bacillus subtilis,
apresentaram resultados significativos, quando comparadas ao tratamento
controle, quanto a inibicdo de germinacdo de conidios e crescimento micelial de
Fusarium solani, provocando deformidades anatémicas, com conglobacao do tubo
germinativo (Chen; Lee; Huang 2021).

O sobrenadante proveniente do cultivo de agentes antagonistas em meio
liquido, tem sua composicéao influenciada pela fase de crescimento celular fungico
ou bacteriano. Culturas com crescimento em fase de declinio, tendem a apresentar
reducdo na secrecdo de metabdlitos, porque algumas classes de peptideos séo
sintetizadas, apenas, durante a fase de crescimento ativo e em decorréncia da
exaustdo dos nutrientes presentes no meio, onde as macromoléculas sao
reaproveitadas para o metabolismo microbiano. A composi¢cdo do meio, também
provoca interferéncias na biossintese dos metabolitos secretados pela via de

sistemas secretorios (Romeiro 2007).

Producao de enzimas liticas e sideroforos por isolados bacterianos

Os ensaios qualitativos para determinacédo de atividades enzimaticas com
perfil antimicrobiano, evidenciaram que o0s isolados bacterianos apresentam
producdo extracelular de enzimas hidroliticas, com maior destaque para as
atividades proteoliticas e celuloliticas (Tabela 2), caracteristicas que evidenciam a
capacidade antagbnica de atuar diretamente sobre o crescimento fungico, por meio
da hidrolise dos polimeros que compde a parede celular do patdgeno

(Kamaruzzaman et al. 2021).



59

Tabela 2. Avaliacao qualitativa da producéo de enzimas liticas extracelulares e
sideroforos, produzidos por isolados de Bacillus spp.

Isolados Celulase Protease Quitinase sideroforos
Bac2 + + - -
Bac3 + + - +
Bac4 + + - +
Bach + + - +
Bacb6 + + + +

APC51 + + + +
APCO7 + + + +
PAO5 + + - +
01C + + - -
399 + + + +

*(-) sem producéo; (+) com producao.

Todos os isolados bacterianos exibiram atividade proteolitica, observavel
com a formacdo de halos transparentes ao entorno das colénias, em meio de
cultura suplementado a 1% de leite desnatado, apos 24 horas de incubacdao (Figura
5a). As proteases sao sintetizadas por meio do metabolismo secundario, onde
desempenham funcdes celulares como morfogénese, parasitismo e competicao por
nutrientes, gerando fontes de carbono essenciais ao desenvolvimento microbiano
(Sawant et al. 2020). No mecanismo de antibiose, sua secre¢cdo promove a
degradacdo de componentes estruturais presentes na parede celular fungica. A
secrecdo de enzimas proteoliticas, em condicbes ambientais, pode atuar como

eliciadores na ativacado do mecanismo de defesa da planta (Yasmin et al. 2020).

Figura 5: Producdo de enzimas extracelulares e siderdforos. Protease-positiva, Bacillus sp. PA05
(a); Celulase positiva, Bacillus sp. Bac 2 (b); Quitinase positiva, Bacillus sp. 399 (c); Sideroforos
positivo, Bacillus sp. PAOS5 (d).

Quanto a atividade celulolitica, todos os isolados bacterianos analisados

apresentaram a capacidade de hidrolisar celulose. A formacgéo de halos alaranjado
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ao entorno das col6nias (Figura 5b), apos a adi¢cdo do corante vermelho Congo,
evidenciou a secrecdo da enzima celulase (Chen et al. 2021), onde a
carboximetilcelulose foi utilizada como Unica fonte de carbono (Li et al. 2018).

A celulase promove a clivagem das ligagées B—1, 4—glicosidicas da celulose,
e em meio a interacdo planta-microrganismo, sao responsaveis por degradar a
biomassa celuldsica presente nas paredes celulares das plantas, 0os quais sao
reconhecidos como Padrdes Moleculares Associados a Micrébios (MAMPS),
responsaveis por ativar respostas de defesa na planta (Saravanakumar et al. 2016).
A sintese de celulase desempenha um importante papel na quebra de
polissacarideos complexos em agucares simples (Tang; Haruna; Majid 2018).

A presenca de atividade quitinolitica (Figura 5c) foi observada apenas nos
isolados APC51, APCO07, Bac6 e 399 (Tabela 2). Bactérias podem apresentar
atividade quitinolitica reduzida, devido a alta capacidade de utilizar a (3-1,3-
glucanase como fonte de carbono, associadas a producdo de sideroforos e
antibidticos (Hariprasad et al. 2014).

A guitinase atua na regulacéo de processos fisiolégicos, como crescimento
fungico, autdlise, interacéo entre hifas e hidrélise de substratos (Ting & Chai 2015).
A quitina € um importante polissacarideo, insolivel e de alto peso molecular
(Karthik; Binod; Pandey 2015), presente na composi¢ao estrutural da parede celular
dos micélios, caules e esporos fungicos. Seus residuos de (-1,4-N-
acetilglucosamina encontram-se incorporados intrinsecamente a matriz,
proporcionando integridade e resisténcia a célula (Bowman & Free 2006, Monteiro
et al. 2010, Patel & Free 2019).

Bactérias quitinoliticas séo reportadas por apresentarem elevado potencial
no controle de patdgenos de plantas. A sintese de quitinase € responsavel por
catalisar a clivagem da ligagdo B-1,4 entre duas unidades de N-acetil-B-D-
glucosamina (GIcNAc), provocando plasmolise nas hifas (El-Tarabily et al. 2000).
Além disso, a quitina liberada é aproveitada pelos microrganismos como fonte
nutricional de carbono e nitrogénio (Cohen- Kupiec & Chet 1998) e, também, pode
ser reconhecida como eliciadores na producdo de metabdlitos secundarios
envolvidos no desenvolvimento da planta (Eslahi et al. 2021).

Microrganismos produtores de complexos enzimaticos, responsaveis por
degradar a parede celular de agentes fitopatogénicos, sdo elucidados como

potenciais agentes de biocontrole (Nagpure; Choudhary; Gupta 2014), ao promover
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a supressao do patdgeno durante a colonizacdo da planta hospedeira (Yasmin et
al. 2020). Trichoderma asperellum apresentou caracteristicas benéficas
relacionadas a sanidade e promocéao de crescimento de plantas.

O presente estudo revelou que apenas os isolados Bacillus spp. 01C e Bac2
ndo produziram sideroforos. Os isolados de Bacillus spp. Bac3, Bac4, BAC5, Bac6,
APC51, APCO7, PAO5 e 399 exibiram a producdo de pigmento extracelular
difusivel, que emitem coloracdo verde-amarelo fluorescente, sob a incidéncia da
luz negra, ao serem cultivados em meio de cultura PGS (Figura 7d ), confirmando
a sintese de sideroforos por isolados bacterianos em condic¢des limitante de ferro.

O ferro é um elemento importante para o metabolismo celular, presente nas
reacdes de fotossintese, fixacdo de nitrogénio, fosforilagdo oxidativa, no ciclo do
acido tricarboxilico, na cadeia transportadora de elétrons, na sintese de DNA e RNA
e na formacao de biofilmes bacterianos (Khasheii; Mahmoodi; Mohammadzadeh
2021). Em resposta a deficiéncia de ferro no ambiente, as cepas bacterianas
utilizam estratégias para aquisi¢éo de ions férrico, como a biossintese de moléculas
guelantes de ferro, os sideréforos (Lamichhane & Varvaro 2013).

Os sideroforos sdo compostos organicos de baixo peso molecular, menor
gue 10 KDa, produzidos por bactérias, fungos e algumas plantas. Sua alta afinidade
por ferro férrico insoltvel (Fe®*) o reduz a ferro ferroso (Fe?*). Apos solubilizacéo,
os ions férricos sédo mobilizados para as células bacterianas por meio do transporte
ativo (Khasheii; Mahmoodi; Mohammadzadeh 2021). Além da assimilacdo do ferro,
os sideré6foros também possui a capacidade de formar complexos altamente
eficiente com outros elementos essenciais no ambiente (Mo, Mn, Co e Ni), de forma
a torna-los disponiveis para as células microbianas (Ahmed & Holmstrom 2014).

Em condicdes limitantes de ferro, as bactérias tem a producéo de sideroforos
regulada positivamente (Gu et al. 2020), o que contribui na supresséao da atividade
patogénica. Ao secretar sideroforos e absorver o ferro, as bactérias impossibilitam
0 acesso dos patdgenos ao pool de ferro presente na rizosfera, tornando-o
indisponivel para as atividades celulares, o que afeta o metabolismo e o
crescimento, principalmente se estes ndo possuirem receptores especificos para
sideroforos (Deketelaere et al. 2017, Dowara et al. 2021).

A elevada producéo de sideroforos confere vantagens ao agente antagonista
frente a aquisicdo de ions férrico. A competi¢cdo por recurso nutricional foi relatada

como um mecanismo promissor durante as intera¢cdes antagbnicas com o agente
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fitopatogénico (Angel et al. 2016). Além de favorecer a nutricdo bacteriana, também
fornece um micronutriente que em condi¢cdes oxidativas, se encontra insoluvel
(Khasheii; Mahmoodi; Mohammadzadeh 2021). Bacillus velezensis NKG-2 produtor
de compostos organicos volateis e sider6foros, mostrou-se altamente eficiente no
controle da severidade de Fusarium oxysporum em plantas de tomate, além de
beneficiar nutricionalmente a planta, ao promover o crescimento das mudas (Myo
et al. 2019).

A producdo de enzimas e sider6foros sdo reportados como importantes
estratégias utilizadas em atividades antag6nicas no controle de uma ampla gama

de fitopatdgenos, por espécies de Bacillus (Shrestha et al. 2015).

CONCLUSAO

Os testes de antagonismo direto, evidenciaram que os isolados de Bacillus
spp. e T. asperellum possuem potencial antagonista antifungico sobre o
crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, comportando-se como
possiveis agentes de controle biologico. Trichoderma asperellum exibiu
caracteristicas de competicdo e micoparasitismo a espécie de Fop, além de efeitos
supressivos significativo associados a producdo de metabdlitos volateis.

A acdo de compostos volateis e filtrados isentos de células microbianas ndo
se mostraram eficiente na inibicdo do crescimento micelial de Fop in vitro, o que
reforca que a producdo destes metabdlitos, possivelmente, pode estar associada
as atividades de mecanismo de defesa e promocdo de crescimento in vivo. A
presenca de biossintese de enzimas extracelulares por isolados de Bacillus spp.
confere acao antimicrobiana, de atuacéo direta, sobre a estrutura celular do agente
patogénico.

A selecdo de microrganismos, com potencialidades antimicrobianas,
caracteriza possiveis alternativas para implementar o manejo integrado de doencas

de plantas.
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