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INTRODUCAO

Agave sisalana é uma planta que possui grande interesse econdmico no
Brasil, sendo uma excelente opcdo de cultivo frente as condicbes
edafoclimaticas do Nordeste como um todo. A adaptacdo dessa
monocotiledénea ao clima semiarido aliado a caracteristica de resisténcia, as
secas prolongadas e altas temperaturas fazem com que essa planta seja a
principal cultura de varias areas da regido Nordeste do Brasil. Tal fato é tado
significativo que no territério baiano, o sisal representa o segundo produto na
pauta de exportacdo agricola (SILVA et al, 1993), estimando-se que
aproximadamente 150 mil familias vivam em funcédo desta planta (PIZARRO et
al., 1999).

No Nordeste brasileiro conhecem-se dois materiais de plantio, o sisal
comum (A. sisalana), encontrada em maior predominancia, e o hibrido 11648,
fruto do cruzamento entre as espécies A. angustifdlia x A. amaniensis, conhecida
na regido com o nome popular de Agave de 400 folhas (ALVES, SANTIAGO e
LIMA 2005; SA, 2009; SOUZA SOBRINHO, SILVA e SILVA, 1985; SUINAGA,
SILVA e COUTINHO, 2006).

A fibra do sisal, beneficiada representa cerca de 80 milhdes de dblares em
divisas para o Brasil, sendo este o maior produtor mundial com uma producédo
anual de 119 mil toneladas e geracao anual de cerca de 101 milhdes de dolares.
A cadeia de servicos, também é responsavel pela geracdo de mais de meio
milhdo de empregos diretos e indiretos, que comega com as atividades de
manutencdo das lavouras, colheita, desfiboramento e beneficiamento da fibra e
termina com a industrializacdo e confeccdo de artesanato (MATTOSO,
FERREIRA e CURVELO, 1997; SILVA e BELTRAO, 1999). Além da grande
importancia econdmica, essa cultura também possui uma grande importancia
social, possibilitando a sobrevivéncia de aproximadamente 700.000 pessoas em
toda regidao Nordestina (COUTINHO et al., 2006a).

No entanto, observa-se nos ultimos anos um declinio desta cultura,

expresso em reducdes da area cultivada, producdo e produtividade, onde os
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problemas de origem fitossanitarios sdo os que vém causando danos mais
consideraveis, como é o caso da podridao vermelha do sisal, causada pelo fungo
Aspergillus niger. Esta doenca afeta as principais areas de producao de sisal da
Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte desde a década de 70, atingindo niveis,
considerados criticos a partir do ano de 1998 (COUTINHO et al., 2006a).

Essa doenca € fatal para a planta infectada, que sobrevive por algum
tempo, em fungdo da natureza progressiva do apodrecimento causado pelo
agente etiolégico (EMBRAPA, 2010).

Diante deste cenéario, alternativas vém sendo exploradas na busca de
meios para a prevencao e controle da doenca em questdo. Neste contexto, o
controle bioldgico surge como uma alternativa viavel e racional para o controle
de microrganismos fitopatogénicos. Além de reduzir a utilizacdo de defensivos
agricolas, a aplicacdo de microrganismos no sistema agricola proporciona o
incremento de processos biologicos conduzindo os mesmos a ambientes mais
estaveis (MELO e AZEVEDO, 1998; VASILIAUSKAS et. al., 2004).

No primeiro capitulo deste trabalho abordam-se os principais aspectos
referentes a cultura do sisal: aspectos botanicos, importancia socioeconémica, e
um maior enfoque aos aspectos fitossanitarios. Da mesma forma também é
discutido aspectos inerentes ao biocontrole de doencas de plantas com enfoque
para a utilizacdo de bactérias com tal potencial.

No segundo capitulo sdo apresentados os resultados referentes aos
ensaios in vitro para analise do potencial de isolados bacterianos de restinga
contra alguns fungos fitopatogénicos. Posteriormente esses testes foram
direcionados para o controle do fungo Aspergillus niger. Nesse sentido,
utilizamos como hipétese o fato de que os ambientes de restinga podem abrigar
microrganismos com potencial para o controle da podridao vermelha do sisal.
Também foram realizados testes em casa de vegetacdo e em campo para avaliar
0 comportamento desses isolados em condigdes in vivo.

O objetivo deste trabalho foi analisar o potencial de isolados bacterianos de
restinga no controle biolégico da podriddo vermelha causada pelo fungo

Aspergillus niger.



CAPITULO 1

O Sisal e a Podridao Vermelha: Potencial do uso de bactérias
como agentes de biocontrole




RESUMO

MAGALHAES, V. C.; SOARES, A. C. F.; MARBACH, P. A. S. O sisal e a
podriddo vermelha: potencial do uso de bactérias como agentes de
biocontrole. Cruz das Almas, 2013. 87 p. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola). Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

O sisal possui grande interesse econdmico para o Brasil, por ser uma excelente
opcéo de cultivo frente as condic¢des climaticas do semiarido. O Brasil é o maior
produtor mundial e os estados da Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara
sdo 0s principais produtores nacionais com 96,2%, 3,25%, 0,34 e 0,16% da
produgéo, respectivamente. A fibra do sisal representa cerca de 80 milhdes de
dolares em divisas para o Brasil, além de gerar mais de meio milhdo de
empregos diretos e indiretos por meio da sua cadeia produtiva. No entanto os
problemas de origem fitossanitarios tém causado o declinio desta cultura. A
podriddo vermelha do sisal, causada pelo fungo Aspergillus niger, é a principal
causa da decadéncia da cultura. Plantas afetadas por essa doenca ndo se
prestam ao desfiboramento e morrem com o progresso da doenca. Até o
momento, ndo ha descrito nenhum tipo de tratamento e a doenca é fatal para a
cultura. Neste contexto, o controle biolégico € uma alternativa viavel e o uso de
bactérias € amplamente utilizado no controle de fitopatégenos. Portanto, neste
capitulo foram revisados aspectos importantes da cultura do sisal. Por constituir
um fator extremamente limitante no desenvolvimento da cultura do sisal, 0os
aspectos fitossanitarios sdo abordados, sendo dada uma atencdo especial ao
género Aspergillus. No trabalho sédo discutidos também diversos aspectos
referentes ao controle biolégico de doencas de plantas, com um enfoque

especial para utilizacdo de bactérias.

Palavras-chave: Fitossanidade; Controle biolégico; Agave sisalana; Aspergillus

niger;



ABSTRACT

MAGALHAES, V. C.; SOARES, A. C. F.; MARBACH, P. A. S. Sisal and the red
rot disease: potential use of bacteria as bio-control agents. Cruz das Almas,
2013. 87 p. Dissertation (Master's degree in Agricultural Microbiology).
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

The culture of Sisal (Agave sisalana) has economic prominence in Brazil due to
its aptitude to grown under the unfavorable climatic conditions within the semiarid
region. Brazil is the biggest word producer with the States of Bahia, Paraiba, Rio
Grande do Norte and Ceara as the main domestic producers, with 96,2%, 3,25%,
0,34% and 0,16% of the national production respectively. Sisal’s fiber represents
about 80 million dollars in exportations for the country, besides more than half a
million direct and indirect jobs generated by its production chain. However, plat
disease problems had caused the deterioration of this culture. Red rot disease,
caused by the fungus Aspergillus niger, is considered as the main disease for this
culture and responsible for its decline. Plants infected by the pathogen are
unsuitable for fiber production and end up dying with the disease progress. Until
now, there is no treatment known for the disease, which is lethal for the culture.
Within this context, biological control is a feasible alternative and the use of
bacteria is widely used to control plant pathogens. Thus, in this chapter were
revised important aspects of the Sisal’s culture. Due to represent an extremely
limiting factor to the development of the culture, the plant disease features are
focused, with an emphasis to the Aspergillus Genera. In this work, different
characteristics related to the biological control of plant diseases are also
discussed, with a singular approach to the use of bacteria.

Keyword: Plant protection, Biological control, Agave sisalana, Aspergillus

niger
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1.1 Agave sisalana Perrine ex Engelm

Agave sisalana Perrine ex Engelm é uma planta de grande interesse
econdmico no Brasil, principalmente na regido Nordeste. E uma importante
produtora de fibra dura que ocupa destaque entre as plantas nativas
caracteristicas de regides semidesérticas e quentes (MEDINA, 1954; NIKAM;
BANSUDE; ANEESH KUMAR, 2003). E uma planta pertencente a classe das
monocotiledéneas, familia Agavaceae, estando dentro do género Agave, que
abriga cerca de 300 espécies em diferentes regides tropicais (MEDINA, 1954;
JUDD et. al., 2007).

Acredita-se que o género Agave tem como centro natural de disperséo, a
regido geografica compreendida entre o sudoeste dos Estados Unidos, México,
América Central, Antilhas e Norte da América do Sul (MEDINA, 1954). Sendo a
peninsula de Yucatan (situada entre os paralelos 19°41' e 21° 38' de latitude
Norte, e os meridianos 87°33' e 90° 25' de longitude Oeste de Grenwich), o local
mais preciso de sua origem (ALVES; SANTIAGO; LIMA, 2005; MEDINA, 1954;
SHARMA; VARSHNEY, 2012), trazida para o Brasil por volta de 1903, sendo
amplamente distribuida nas regifes do Nordeste do Brasil e leste da Africa
(SUINAGA; SILVA; COUTINHO, 2006).

O sisal € uma espécie xerofila adaptada a clima quente, alta luminosidade
e estiagens prolongadas, o que caracteriza regibes semi-aridas (NIKAM;
BANSUDE; ANEESH KUMAR, 2003), apresentando estruturas peculiares que
lhe permite resistir a condicdes de aridez (SILVA; BELTRAO, 1999). Segundo
Oashi (1999), Medina (1954), Silva e Beltrdo (1999) tais caracteristicas
relacionam-se com sua cuticula espessa e cerosa, rusticidade natural da planta,
presenca de folhas carnosas, metabolismo fotossintético do tipo CAM
(Metabolismo do Acido das Crassulaceas) e nimero reduzido de estdmatos
(BELTRAO, 2006). Essas caracteristicas permitiram a alta adaptacdo dessa
espécie as condicbes de clima da regido Nordeste do Brasil (SANTOS et al.,
2009), sendo amplamente cultivada (MEDINA, 1954).

O sisal floresce apenas uma vez, sendo uma planta monocarpica, que
emite um pendao floral proximo ao fim do seu ciclo vegetativo, tal estrutura é
popularmente conhecida por flecha (Alves; SANTIAGO; LIMA, 2005), nesta

floracdo s&o produzidos flores, frutos e sementes ou apenas bulbilhos. Os
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bulbilhos surgem na panicula apés a queda das flores (SUINAGA; SILVA;
COUTINHO, 2006), e constituem mudas de propagacao vegetativa (NIKAM;
BANSUDE; ANEESH KUMAR, 2003;). Outro tipo de material de propagacao
vegetativa sdo os rebentos que surgem do rizoma da base da planta mae
(GONDIM; SOUZA, 2009; NIKAM; BANSUDE; ANEESH KUMAR, 2003).

A planta é uma espécie considerada de rara frutificacdo, no entanto existem
técnicas que a induzem a producdo de frutos. Por conta de perturbacbes
ocorrentes no processo de meiose, essas plantas sdo limitadas a produzir
sementes (GONDIM; SOUZA, 2009; GENTRY, 1982 citado por QUEIROZ et al.,
2012).

O Brasil se destaca na producgéo de sisal, gerando receitas anuais que
giram em torno de 200 milhdes de reais (IBGE, 2011). E a Bahia € o maior estado
produtor, respondendo por mais de 95% da producéo nacional de fibra (IBGE,
2011).

No Nordeste brasileiro sdo conhecidos dois materiais de plantio, a espécie
A. sisalana (o sisal comum) (Figura 1), que é encontrada em maior
predominancia, e também o hibrido 11648 (Figura 1), que é fruto do cruzamento
entre as espécies A. angustifélia x A. amaniensis. O hibrido 11 648 é conhecido
na regido como Agave de 400 folhas, e foi desenvolvido na regido Oeste da
Africa (ALVES; SANTIAGO; LIMA, 2005; SUINAGA; SILVA; COUTINHO, 2006).
Quando comparado com o sisal comum, o hibrido 11648 possui vantagem no
quesito producéao de fibra (SILVA et. al., 2008).

Segundo Suinaga, Silva e Coutinho (2006) o sisal comum (A. sisalana)
possui qualidades interessantes para a industria, qualidades essas intrinsecas a
comprimento e resisténcia da folha, enquanto que o hibrido 11648 & mais
resistente a seca, o que lhe da a vantagem de poder ser colhido durante todo o
ano. Quando comparado os dois genétipos, agave 11648 possui a desvantagem
de exigir maior esforco do operador da maquina desfibradora.

Gondim e Souza (2009) afirmam que trabalhos de cruzamento, através do
aproveitamento da producéo de sementes de forma natural e artificial da espécie
A. sisalana, sdo de essencial importancia para o desenvolvimento de genotipos
promissores. Sendo assim € importante que o melhoramento vise o
desenvolvimento de caracteristicas como a resisténcia a doencas e pragas,

tolerancia ao déficit hidrico, facilidade de cultivo entre outras.
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Figura 1. Cultivares plantados na regido produtora de sisal. (A) Sisal comum
(Agave sisalana) espécie mais cultivada na Bahia (SUINAGA et al.,
2008); (B) Hibrido 11648, oriundo do cruzamento das espécies A.
angustifolia x A. amaniensis, também conhecido como sisal de 400
folhas, desenvolvido na regifio Oeste da Africa; (C) Escapo -
Inflorescéncia do sisal — local onde séo formados os bulbilhos.

Analisando a importancia da cultura do sisal para o Nordeste Brasileiro,
Carvalho, Pinheiro e Silva (2007) realizaram estudos de modo a desenvolver um
protocolo eficiente e econdmico para a multiplicagédo de sisal in vitro, visto que
essa técnica pode contribuir nos trabalhos de melhoramento da cultura para
obtencéo de plantulas livres de doengas, com alto potencial de producéo de fibra.

Cunha Neto e Martins (2012) afirmam que as informacdes existentes
referentes a anatomia de A. sisalana sé@o inexpressivas, e que o conhecimento
sobre detalhes como: espessura da cuticula, lignificacdo dos tecidos e
desenvolvimento do parénquima poderiam de certa forma auxiliar aspectos
envolvidos com a producao vegetal e compreenséo da interacéo entre planta e
patégenos (CUNHA NETO; MARTINS, 2012).
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1.2 Importancia socioecondmica da cultura do sisal

Entre os anos de 1965 e 1974 a producéo de sisal no pais chegou a 200
mil toneladas/ano. A partir dos anos 80 e 90 a substituicéo da fibra por produtos
de origem sintética causou o declinio da producdo, que alcancou valores
inferiores a 150 mil toneladas. No entanto, no fim da década de 90 varios paises
passaram a valorizar a utilizacdo de fibras de origem natural, substituindo as
fibras sintéticas. Essa valorizagdo motivou um novo aumento na producao. Ao
mesmo tempo, a China inseriu-se no mercado como comprador, ajudando a
impulsionar a producao de fibra de sisal (BRASIL, 2007).

Os principais paises produtores sdo: Brasil, Tanzania, Quénia, Venezuela,
e Madagascar. China, Africa do Sul, Mogcambique, Haiti e Cuba também
contribuem com quantidades menores (SHARMA; VARSHNEY, 2012). No Brasil,
destacam-se Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara como 0s principais
produtores, com respectivamente 96,2%, 3,25%, 0,34% e 0,16% da producédo
nacional (IBGE, 2011) (Tabela 1). A fibra produzida abastece cerca de 70% do
mercado mundial de fibras duras (SILVA et. al., 2008).

A agaveicultura brasileira se concentra em areas de pequenos produtores,
com predominio do trabalho familiar. Essa cultura acaba contribuindo como fonte
de emprego e renda para um grande contingente de trabalhadores, constituindo
um importante agente de fixacdo do homem a regido semiarida nordestina.
Sendo a unica alternativa de cultivo com resultados econémicos satisfatorios em
alguns dos municipios dessa regido (MARTIN et al, 2009; SILVA; BELTRAO,
1999; SUINAGA,; SILVA; COUTINHO, 2006), servindo também, como atividade
de apoio a pecuéaria, através do uso da planta na alimentacao de bovinos ou até
mesmo através da pastagem nativa intercalada nas areas exploradas com a
cultura (BANDEIRA; SILVA, 2006).

A producdo baiana de sisal concentra-se no territério do sisal, que é
composto por 20 municipios da regido semiarida da Bahia, abrangendo uma area
geografica de aproximadamente 21.256,50 Km? (Figura 2). Nessa regido
destacam-se como produtores os municipios de Campo Formoso, Conceic¢ao do
Coité, Jacobina, Ourolandia, Queimadas, Santa Luz, Valente (ALVES;
SANTIAGO; LIMA, 2005; IDR, 2011 [Acrescentar citag&o extral).
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Territorio do sisa
t d I
Estado da Bahia
A
1- Monte santo 11 - Sao Domingos
2- Itidba 12 - Retirolandia
3 - Cansangao 13 - C. do Coité
4 - Quijingue 14 - Barrocas
5-Tucano 15 - Teofilandia
6 - Queimadas 16 - Biritinga
7 - Nordestina 17 - Serrinha
[ S — 8 - Santaluz 18- Ichu
AL R A 9 - Araci 19 - Candeal
10 - Valente 20 - Lamardo

Fonte: Adaptado de http://ebda.ba.gov.br/pactofederativo/index.php?id+territorio-sisal (Acesso
em: 12/2012).

Figura 2: Mapa da Bahia e destaque para o Territério do Sisal.

O beneficiamento da fibra de sisal no Brasil é capaz de gerar entre 500.000
a 700.000 empregos diretos e indiretos na regido nordestina, através da sua
cadeia produtiva, que comeca com as atividades de manutencédo das lavouras,
colheita, desfibramento, beneficiamento e terminando com a industrializagéo e
confeccdo de artesanato (MATTOSO; FERREIRA; CURVELO, 1997; SILVA;
BELTRAO, 1999; COUTINHO et. al., 2006a).

Pode-se perceber a importancia do estado da Bahia na producao de sisal
através da andlise da tabela 1, que mostra o comparativo de area e produgao no
Brasil nos ano de 2011 e 2012.

O sisal se encaixa numa crescente tendéncia mundial, que privilegia a
utilizagdo de recursos naturais menos poluidores (MARTIN et al, 2009). Essa
demanda mostra que o aumento desse consumo de fibra natural, exige o
aumento da producéo que abargue o crescente consumo para maior geragao de

emprego e renda na regido semiarida (SILVA, 2008).



21

Tabela 1. Comparativo da area de producéo de sisal no Brasil 2011 / 2012.

Area (ha) Produc&o (t) R.M. (Kg/ha)*
Estado
2011 2012 2011 2012 2011 2012
Bahia
274.274 | 253.059 | 278.065 | 242.852 | 1.014 950
Paraiba 9268 | 8945 | 7.506 | 9.408 810 808
Rio Grande do | g, 983 555 1.394 565 574
Norte
) 475 485 994 765 2.093 2.093
Ceara
Total
284.999 | 263.472 | 287.120 | 249.126 | 1.007 946
Nordeste
Total Brasil | 284.999 | 263.472 | 287.120 | 249.126 | 1.007 946

(*) Rendimento médio referente a producéo (2011/2012); Fonte: Levantamento Sistematico da
Producéo Agricola — IBGE.

Em relacdo ao uso, potencial e expectativa da utilizacédo da fibra, a industria
automobilistica tem mostrado destaque, ao experimentar a troca do uso de fibras
sintéticas. Empresas como a Ford do Brasil, tem se destacado por colocar no
mercado carros produzidos com pecas fabricadas a partir da fibra de sisal, tal
atitude sugere a reducdo da quantidade de petrdleo utilizada, com possibilidade
de exportacdo da tecnologia utilizada para suas montadoras em outros paises
(SALGADO, 2008 citado por SILVA, 2008).

A cadeia produtiva do sisal esta presente em todo territorio do sisal, isso a
torna uma grande absorvedora de mao-de-obra, seja pelo trabalho agricola do
campo, como também pelo processo de transformacdo que possibilita a
agregacao de valor ao produto (SILVA, 2008).

1.3 Aspectos fitossanitéarios

Mesmo apresentando caracteristicas de rusticidade, tolerancia a estresse
hidrico e resisténcia a ataque de insetos e microrganismos, em que outras
culturas nao se desenvolveriam bem, observa-se ao longo dos anos um declinio
da cultura do sisal (MEDINA, 1954), expresso em reduc¢des da area cultivada, da

producdo e da produtividade (Tabela 1). S&o varios os fatores que tém



22

contribuido para essa decadéncia, sendo os problemas de origem fitossanitarios
0s que vém causando danos mais efetivos (ALVES; SANTIAGO; LIMA, 2005;
SUINAGA,; SILVA; COUTINHO, 2006).

Medina (1954) acredita que os distarbios funcionais ocasionados por
desequilibrio nutricional ou fatores climaticos desfavoraveis determinam os
maiores prejuizos nas planta¢cfes de sisal, e cita varios exemplos de moléstias
ndo parasitarias, inclusive as por caréncia de elementos. Em outro trabalho
Medina (1943) demonstra que a deficiéncia de potassio no solo € fator marcante
no desequilibrio nutricional da planta, ocasionando a necrose da folha do sisal,
caracterizando essa doenca como um problema de ordem fisiolégico.

Dentre as principais doengas que atacam o sisal no Brasil, temos a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum agaves Cav. (MEDINA, 1954); a
podriddo vermelha do caule, também chamada de podriddo vermelha do sisal,
cujos autores responsabilizam o fungo Aspergillus niger (COUTINHO et al.,
2006b; SOARES et al.,, 2006). Lima et al., (1998) ainda relatam o fungo
Botryodiplodia theobromae (Pat) (sin:. Lasiodiplodia theobromae) causando
podriddo vermelha do tronco em campos experimentais da Paraiba.

O fungo Colletotrichum agaves Cav. ndo constitui um problema
fitossanitario de relevante importancia, no entanto a podridao vermelha do sisal
causada pelo fungo A. niger tem afetado de forma significativa as lavouras de
sisal do Brasil (MEDINA, 1954; LIMA et. al., 1998; COUTINHO et. al., 2006;
SOARES et al., 2006).

1.4 Aspergillus spp. e a podridao vermelha do sisal

O género Aspergillus constitui um grupo taxondmico diverso, e com relativa
importancia em diversos segmentos da sociedade. Organismos pertencentes a
esse grupo possuem importancia agricola, cientifica, cultural, farmacéutica,
industrial e patolégica. Podem ser isolados de variadas fontes em variados
ambientes, sendo encontrados em quase todos os locais do planeta, degradando
uma ampla gama de substratos organicos naturais, crescendo e se reproduzindo
em diferentes fontes, mostrando uma enorme flexibilidade nutricional (BAKER;
BENNETT, 2008; VARGA et. al., 2011).

Espécies pertencentes ao género Aspergillus, constituem fungos
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filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota. O nome Aspergillus é dado a fase
assexuada, enquanto que a fase sexuada € conhecida como Emericella
(DEEPAKE, 2008). Este género é dividido em sec¢bes, sendo a secdo Nigri uma
das mais estudadas, pois abriga espécies com reconhecido potencial
biotecnolégico (ABARCA et. al., 2004).

Abarca et. al., (2004) afirmam que a taxonomia de Aspergillus (os da secao
Nigri) esta longe de ser clara quando baseada apenas em caracteres
morfologicos. Por conta disso, Varga et. al., (2011) ao diferenciarem espécies de
Aspergillus pertencentes a secao Nigri oriundos de varios locais do mundo,
utilizou de forma conjunta abordagens morfolégicas, fisioldgicas, ecoldgicas e
moleculares.

A diversidade enzimética utilizada na nutricio dos membros do género
Aspergillus é complementada pela capacidade metabdlica de secretar inUmeras
enzimas hidroliticas, metabdlitos secundéarios e &acidos organicos (BAKER,;
BENNETT, 2008; VARGA et. al., 2000 citado por VARGA et. al., 2011; ABARCA
et. al., 2004).

Existem algumas espécies de Aspergillus que sdo capazes de causar
doencas em animais. E o caso de A. fumigatus, que é associado a casos de
asma e sinusite em pacientes imunodeficientes. A exposi¢éo do trato respiratorio
humano a A. fumigatus é capaz de causar um caso clinico de infeccdo
denominado aspergilose (NIERMAN et. al., 2005). Baker e Bennett (2008)
comentam a existéncia do aumento de casos de infec¢do por outras espécies de
Aspergillus, citando A. flavus, A. nidulans como também possiveis causadores
de infec¢Bes respiratérias.

Aspergillus niger durante décadas tem sido considerado como uma fabrica
biol6gica de produgdo macica de &cido citrico, destinado & industria de bebidas
e doces (BAKER; BENNETT, 2008).

O Acido citrico é utilizado como acidulante priméario em produtos como
sucos, doces e geleias. Na industria farmacéutica é utilizado como conservante
de sangue, e também pode ser utilizado na fabricacdo de detergentes e no
curtimento de couro (BAKER; BENNETT, 2008).

Além da producéo de &cido citrico, A. niger € citado como produtor de uma
variedade de enzimas, como amilases, pectinases, celulases, proteases,
gueratinases (GODFREY; WEST, 1996 citados por YU et. al., 2004; BANSAL et
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al., 2012; KIM, 2003).

A espécie A. niger é relatada como o principal agente causador da podridao
vermelha do sisal, que afeta as principais areas de produ¢édo na Bahia, Paraiba
e Rio Grande do Norte desde 0 ano de 1998 (COUTINHO et al. 2006a).

As folhas de sisal afetadas por essa doenca perdem a sua turgescéncia,
nao se prestam ao desfibramento e morrem com o progresso dos sintomas
(BOCK, 1965 citado por SA, 2013). Em plantas com estadios avancados da
doenca, as folhas tornam-se amareladas e o tronco completamente apodrecido.

A podriddo vermelha é fatal para a planta infectada, que sobrevive por
algum tempo, em fungdo da natureza progressiva do apodrecimento causado
pelo fungo. A podriddo afeta plantas de sisal em todos os estagios fenologicos,
desde rebentos a plantas no final do ciclo, e até o presente momento ndo existe
evidéncias de tratamento (EMBRAPA, 2010).

A incidéncia da doenca pode variar de 5% a 40% nas zonas de producao.
A etiologia da doenca foi determinada a partir do isolamento do agente, onde
fragmentos das margens do tecido afetado foram cortados, desinfectados com
hipoclorito de sédio a 1% por 1 minuto, lavados em agua esterilizada e
inoculados em meio BDA (COUTINHO et al. 2006b).

Para penetrar e infectar os tecidos da planta A. niger necessita de lesdes
mecanicas ou fisioldgicas, com isso, ferimentos causados devido ao corte das
folhas para o desfibramento e aqueles causados por instrumentos utilizados para
realizacdo de tratos culturais, constituem importantes meios para penetracao
desse fitopatogeno (SA, 2009). A doenca é caracterizada por apresentar tecido
com coloracdo vermelha que se estende desde o caule até a base da folha (figura
4), amarelecimento e murcha das folhas, aliado ao apodrecimento do tronco, o
qual comeca a se desprender facilmente do chédo, levando a planta a morte (LIMA
et al., 1998).

O primeiro relato da doenca no Brasil se deu no estado da Paraiba
(MACHADO, 1951 citado por MEDINA 1954), enquanto que no estado da Bahia
pesquisadores da EBDA e da Embrapa Semiarido registraram a primeira
ocorréncia em um plantio comercial, no municipio de Santaluz (LIMA et al., 1998).

Sabe-se que alguns outros fungos também possuem a capacidade de

causar doencas no sisal, no entanto, Coutinho et al., (2006b) e Soares et al.,
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(2006) identificaram somente A. niger como agente causador da podriddo
vermelha do sisal nos estados da Bahia e Paraiba.

Estudos posteriores realizados por Silva (2012b) [Dissertacdo de Marcos
Humberto] mostraram que outras espécies pertencentes ao género Aspergillus
também sio capazes de causar podriddo vermelha ao sisal. E o caso das
espécies A. japonicus e A. terreus que foram capazes de causar podridao

vermelha em mudas de sisal em condi¢des de casa de vegetacao (SILVA, 2012b)

Foto: Marcos H. Sampaio

Wil | M A £ e
Figura 3. (A) A direita e a esquerda plantas de sisal sadias e, no meio planta
apresentando o0s sintomas externos da podriddo vermelha. Percebe-se o
amarelecimento das folhas e o definhamento da planta; (B) Planta de sisal

apresentando sintomas internos caracteristicos da podriddo vermelha do sisal.

Sua identificacdo foi feita com base em caracteristicas morfolégicas, no
entanto sabe-se que atualmente existem outras diversas espécies pertencentes
ao género Aspergillus (Figura 4), que sao indistinguiveis de A. niger através de
caracteristicas morfologicas (GIRAUD et al., 2007 citado por SANTOS, 2011).
Santos (2011) ainda comenta a necessidade de mais informacdes acerca da
identidade e diversidade genética do fungo, para possibilidade de busca de
alternativas mais eficazes para o controle da doenca.

Até o momento, ndo ha descrito nenhum tipo de tratamento e a doenca é
fatal para a cultura. A Unica forma de evitar maior disseminacdo da doencga nas
areas de producdo do nordeste brasileiro é a utilizacdo de medidas preventivas,
tais como arrancar e queimar plantas que apresentarem os sintomas; plantar
rebentos vindos de &reas sadias para implantacdo de novos campos; utilizar o
residuo do desfiboramento como adubacdo organica para evitar estresses
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nutricionais a planta; e manter por maior tempo a umidade do solo e o plantio
consorciado com outras culturas (SUINAGA; SILVA; COUTINHO, 2006).

Fonte: http://bcre.fird.org.tw/fungi/fungal_detail.jsp?id=FU200802220004

Figura 4. Aspergillus niger - (A) Colonias em meio Czapek, incubadas por 10
dias a 25°C; (B) Coldnias em meio Extrato de Malte, incubadas por 10
dias a 25°C; (C) Conidi6éforo — aumento de 490x; (D) Conidios —
aumento de 1890x; (E) Conidios — aumento de 12270x.

Diante deste cenario a pesquisa busca por alternativa para prevencao e
controle do fitopatdgeno. Neste contexto, o controle biolégico surge como uma
alternativa viavel e racional para o controle de organismos fitopatogénicos, por
inserir no contexto agricola a possibilidade de reducédo do uso de substancias
xenobidticas (agrotoxicos), responsaveis por prejudicar e poluir o meio ambiente,
amenizando os efeitos negativos, principalmente de fungicidas. Além desses
aspectos, existe o fato deste método ser econémico e compativel com as
comunidades agricolas de baixa renda (MELO; AZEVEDO, 1998).
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1.5 O controle biologico de doencas de plantas

hY

As perdas de produtividade devido a ocorréncia de fitopatogenos séo
estimadas entre 25 e 100%, dependendo da cultura e da doenca em questéo
(OLIVEIRA; URQUIAGA; BALDANI, 2003).

O controle de doencas em plantas, muitas vezes é dependente da
utilizacdo de cultivares resistentes em conjunto com fungicidas (ZHANG et. al.,
2013). Entretanto, a criacdo de novas variedades resistentes € muitas vezes
demorado, enquanto que o0 uso de produtos quimicos € perigoso, por
comprometer o equilibrio ecolégico (SOYTONG et. al., 2005).

Al-Mughrabi e colaboradores (2013) comentam que em alguns casos a falta
de fungicidas e cultivares resistentes pode levar a busca por outros métodos de
tratamento para algumas doencas, e nesse sentido o0s biopesticidas se destacam
como interessantes ferramentas com potencial para a manutencéo sustentavel
de doencas, em substituicdo de produtos quimicos, e restringindo o
desenvolvimento de resisténcia por parte dos fitopatégenos.

Estimular as relacdes entre os microrganismo como forma de incrementar
0S processos bioldgicos € mais interessante que substituir estes por insumos
quimicos (VASILIAUSKAS et al., 2004), conduzindo esses ecossistemas
agricolas a ambientes mais estaveis, diminuido o aporte de insumos com o
passar do tempo. A utilizacdo de microrganismos nos sistemas agricolas, sejam
estes para o controle biolégico ou para o aproveitamento de nutrientes, constitui
uma importante ferramenta para obtencdo de sistemas agricolas mais
equilibradas (MORANDI; BETTIOL, 2009).

De forma geral, existe uma tendéncia por parte da sociedade em relacao
aos setores de producado, no sentido de melhorar a qualidade dos alimentos
oferecidos. O mercado europeu tem como exemplo, o estabelecimento de
protocolos que visam principalmente a seguranca alimentar dos consumidores.
Vérios paises, inclusive o Brasil, jA sentem a necessidade de implantacdo de
sistemas mais sustentaveis, onde o controle bioldégico € ferramenta
indispensavel (LOPES, 2009; ZHANG et. al., 2013).

Jungueira e Gasparato (1991) definem controle biolégico de doencas de
plantas como a reducdo da densidade de ind6culo ou das atividades

determinantes para infeccdo da doenca, através da acdo de um ou mais
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organismos. As atividades determinantes para infec¢cédo constituem crescimento,
infectividade, agressividade, viruléncia e outras caracteristicas que vao ser
determinantes para o0 estabelecimento da doenca (JUNQUEIRA;
GASPAROTTO, 1991).

Outra definicho que se encontra entre as mais bem aceitas entre os
pesquisadores para o biocontrole de doencas de plantas diz que o mesmo
constitui a reducdo da densidade do indculo ou das atividades determinantes da
doenca, promovida por um ou mais organismos que nao o homem, favorecidos
naturalmente ou pela manipulacdo do seu habitat ou ambiente, hospedeiros ou
antagonistas ou pela manipulagdo em massa de um ou mais antagonistas
(BETTIOL; GHINE, 1995).

O controle bioldgico é fundamentado por mecanismo de interacdo entre o0s
microrganismos envolvidos, que podem ser divididos em competicao, antibiose
e parasitismo, predacéo e indugéo da defesa do hospedeiro. Para o sucesso do
antagonista € necessario que o mesmo tenha a capacidade de se multiplicar e
colonizar a superficie da planta, mediante isso, 0 microrganismo estara apto para
atuar por meio de um ou mais mecanismos (BETTIOL; GHINI, 1995).

Uma informacdo que de fato é importante nos estudos de antagonismo
entre microrganismos, € que o antagonista ndo pode apenas ser um bom agente
de controle nas condi¢cBes in vitro, sendo necessaria também a expresséo da
sua capacidade de permanecer e de manter sua relacdo de antagonismo no
ambiente, isso nos leva a perceber que existe a necessidade de se conhecer as
condicdes ecoldgicas que podem afetar o desempenho do agente selecionado.
Para que o agente de biocontrole possa ser implantado como manejo de uma
determinada enfermidade faz-se necessario que o mesmo tenha condi¢des reais
de ser efetivo, confiavel e econdmico, juntamente com os sistemas de aplicacédo
gue complementem a atividade biocontroladora (LUMSDEN; LOCKE, 1989).

1.5.1 Alguns agentes de biocontrole

Séo relatados na bibliografia diversos microrganismos que possuem acao
comprovada no controle biolégico de doencas das plantas contra fitopatogenos
e insetos. Sdo estes fungos, micorrizas, bactérias e rizobactérias (WALTERS;
DANIEL, 2007).
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1.5.1.1 Bactérias como agentes de biocontrole

O estudo de bactérias com acao benéfica sejam endofiticas, rizobactérias
ou residentes do filoplano tem ganhado destaque e significativa importancia no
controle biolégico de enfermidades que afetam a produtividade de diversas
culturas agricolas (CAMPOS SILVA et. al., 2008; ROMEIRO; GARCIA, 2009;
PUSEY; STOCKWELL; MAZZOLA, 2009; ROMEIRO et. al., 2010; YANES et. al.,
2012; AL-MUGHRABI et. al., 2013).

Bactérias podem atuar por antagonismo direto, como antibiose, competicao
por nutrientes, competicdo por nichos ecoldgicos, producdo de siderdéforos,
predacdo e parasitismo, producdo de enzimas, compostos volateis inibitérios,
interferéncia com fendmenos de quorum sensing, inducdo a resisténcia, ou
através mais de um mecanismo (GERHARDSON, 2002; ROMEIRO; GARCIA,
2009).

Até a presente data foram identificados diferentes géneros envolvidos
com o biocontrole, estes incluem Agrobacterium (KERR 1972; NEW; KERR
1972; PENYALVER et. al., 2009), Arthrobacter (PAPASOTIRIOU et. al., 2013),
Acinetobacter (AN et. al., 2010), Azotobacter (CAVAGLIERI; PASSONE;
ETCHEVERRY, 2004) Bacillus (KILDEA et. al., 2008; ARAVIND et. al., 2009),
Burkholderia (KANG et. al., 1998; KING; PARKE, 1993; PARKE, 1990; PARKE
et. al., 1991; HEUNGENS; PARKE, 2001; OPELT; BERG, 2004; AN et. al., 2010)
Collimonas (BOER et. al., 1998; ADESINA et. al., 2007; OPELT; BERG, 2004;
KAMILOVA; LEVEAU; LUGTENBERG, 2007), Miamiensis (AN et. al., 2010),
Pantoea (BONATERRA et. al., 2003; REZZONICO et. al., 2011), Pseudomonas
(PARKE et. al., 1991; DANDURISHVILI et. al., 2011), Serratia (GUTIERREZ-
ROMAN et. al., 2011; Stenotrophomonas (ZHANG; YUEN, 1999) e Streptomyces
(RAAIJMAKERS; MAZZOLA, 2012; BALTZ, 2008).

Moura e Romeiro (1999) ao testar a atividade in vitro de 190 isolados de
actinobactérias contra 52 isolados de Ralstonia solonacearum, obtidos de varios
hospedeiros em regides diferentes, encontrou um amplo espectro de atividade
antagonistica. No trabalho de Carrer Filho e colaboradores (2008) a
actinobactéria Nocardioides thermolilacinus (isolamento UFV-SON-17) foi capaz
de produzir substancias antimicrobianas contra varios fitopatbgenos do

tomateiro. Em condi¢Ges de casa de vegetagcao N. thermolilacinus foi capaz de
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reduzir a severidade de doengas causadas por: Alternaria solani, Stemphylium
solani, Corynespora cassiicola, Xanthomonas campestres pv. Vesicatoria
Pseudomonas syringae. (CARRER FILHO et. al., 2008)

Com o intuito de encontrar agentes de controle bioldgico contra a podridao
radicular do amendoin (Arachis hypogaea L.) causado pelo fungo A. niger,
Yuttavanichakul et. al., (2012) testaram a capacidade de 765 isolados de
Bradyrhizobium e 350 rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) isolados
de solo. Desses apenas quatro isolados de PGPR demonstraram capacidade de
inibir o crescimento de A. niger in vitro e colonizar as raizes de amendoin. Sendo
os quatro melhores isolados selecionados: Bacillus megaterium, B. subtilis, B.
subtilis subsp. subtilis e Pseudomonas sp. Desses quatro, apenas dois isolados
(Bacillus megaterium e B. subtilis) foram capazes de realizar o controle da
podriddo radicular do amendoin in vivo (YUTTAVANICHAKUL et al., 2012).

Yanes e colaboradores (2012) testaram uma colecdo de 738 isolados
Pseudomonas fluorescentes, obtidos da rizosfera de plantas de Alfafa (Medicago
sativa L.) de trés regibes diferentes, representando trés diferentes sistemas
agricolas uruguaios, visando controlar o tombamento (damping-off) causado por
Pythium debaryanum. Cinco isolados demonstraram significativa capacidade de
controlar a doenca e promover o incremento de biomassa vegetal. Avaliou-se
também a presenca de genes envolvidos na sintese de antibidticos (YANES et
al., 2012).

An et al., (2010) testaram 125 isolados bacterianos da rizosfera de plantas
anuais de diversas areas costeiras na Coréia, encontrando quatro isolados
capazes de induzir a resisténcia sistémica (ISR) e promover crescimento em
mudas de tomate contra Phytophthota infestans. Esses quatro isolados foram
selecionados como potencias agentes de biocontrole contra a requeima (late
blight) e foram identificados como Burkholderia gladioli, Miamiensis avidus,
Acinetobacter quenomosp de e Bacillus cereus (AN et. al., 2010).

Na tentativa de controlar a podriddo seca (dry rot) em batatas
armazenadas Recep e colaboradores (2009) testaram a capacidade
antagonistica de 17 isolados PGPR contra Fusarium sambucinum, Fusarium
oxysporum e Fusarium culmorum. Sendo que todos os isolados testados
exerceram acao inibitéria em placa de Petri contra um ou mais espécies de

Fusarium, mas apenas um desses isolados (B. cepacia) teve efeito significativo
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no controle da doenca causada por trés diferentes espécies de fungos em duas
cultivares diferentes de batata (RECEP et. al., 2009).

1.5.3.2 Producgéo de substancias antimicrobianas

Bactérias, assim como outros organismos Vvivos, sdo capazes de perceber
alteracdes no ambiente e a presenca de outros seres vivos a sua volta, sendo
isso fundamental para a sua sobrevivéncia. Para se estabelecerem num
determinado ambiente cheio de mudancas, competitivo e adverso, bactérias
precisam ajustar de forma rapida e precisa a expressao dos seus genes em
respostas a sinais de potenciais ameacas do ambiente e da microbiota presente
(ROMEIRO, 2007a).

Os estudos feitos ao longo das ultimas décadas tém demonstrado que
metabdlitos como antibidticos, enzimas e compostos volateis produzidos por
bactérias (de solo e associadas a plantas), sdo fatores chaves para a supressao
de fitopatogenos (HAAS; DEFAGO, 2005; FERNANDO et. al., 2005;
LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; LI et. al., 2012; AL-MUGHRABI et. al., 2013).
Muitos desses microrganismos produzem substancias com diferentes graus de
atividade contra fungos especificos, ou exibem atividade de largo espectro
(RAAIUMAKERS; MAZZOLA, 2012).

Para proliferar e sobreviver em seus micro-habitat as bactérias precisam
desenvolver multiplas estratégias para concorrer e afastar outros organismos
(RAAIJIMAKERS; MAZZOLA, 2012). Nesse contexto, a producédo de metabdlitos
antimicrobianos constitui um fator importante na adaptacdo desses
microrganismos, permitindo com que estes possam responder adequadamente
aos microrganismos vizinhos (BERLEMAN; KIRBY, 2009).

Antibioticas sdo definidas por Thomashow et. al. (1997) como sendo um
grupo de compostos organicos quimicamente heterogéneo de baixo peso
molecular produzidos por microrganismo, capazes de prejudicar o crescimento
ou as fungbes metabdlicas de outros microrganismos.

Varios géneros e espécies de bactérias possuem a capacidade de
produzir substancias antimicrobianas em condi¢cbes in vitro, estes em sua
maioria foram isolados em diferentes solos e também em eucariontes como
plantas, insetos e nematoides (RAAIJMAKERS; MAZZOLA, 2012).



32

O género Streptomyces é considerado como um dos principais grupos de
actinobactérias produtores de antimicrobianos em solos, que podem ser também
encontrados em associagcdo com plantas e insetos. Até o presente, mais de 7000
diferentes compostos secundarios foram descritos, isolados de Streptomyces,
sendo muitos desses antibioticos (RAAIJMAKERS; MAZZOLA, 2012; BALTZ,
2008).
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RESUMO

MAGALHAES, V. C.; SOARES, A. C. F.; De SOUZA, J. T.; MARBACH, P. A. S.

Uso de bactérias de Restinga no controle da podriddo vermelha do sisal.

O sisal possui grande interesse econdmico para o Brasil, por ser uma excelente
opcao de cultivo frente as condi¢des climaticas do semiarido. O Brasil é o maior
produtor mundial e a Bahia destaca-se por apresentar a maior producao
nacional. A podriddo vermelha do sisal causada por Aspergillus niger € a
principal causa do declinio desta cultura no Brasil. Nao existem estratégias de
controle que sejam eficazes contra essa doenca. Neste trabalho, avaliou-se o
potencial de controle de 18 isolados bacterianos contra a podriddo vermelha do
sisal causada pelo fungo Aspergillus niger. Os isolados testados foram capazes
de inibir o crescimento micelial, inibiram a germinacao de esporos, e produziram
compostos volateis responsaveis pela inibicdo micelial de A. niger. Através da
técnica de PCR foi detectado em dois antagonistas (INV e BMH) o gene bamC,
que encontra-se envolvido na sintese do antibiético bacilomicina. Experimentos
mostraram os isolados INB2, ING2, INM12 e IND2 como sendo os melhores
agentes em casa de vegetacdo e campo. Quatorze isolados mostraram efeito
significativo no controle da doenca em campo (IND2z, INNz, INP2, INLz, INCz2, INB2,
INM2, ING2, INN12, INM12, INF2, INQ2, INU2 e INS2). O sequenciamento da regido
16S do rRNA demonstrou que estes 14 isolados sdo espécies relacionadas a
Burlkholderia plantarii, Burlkholderia glumae e Burlkholderia glandioli. Os
isolados INV e BMH foram identificados como Bacillus sp.

Palavras-chave: Burkholderia spp.; Biocontrol; Agave sisalana; Aspergillus
niger.



ABSTRACT

MAGALHAES, V. C.; SOARES, A. C. F.; De SOUZA, J. T.; MARBACH, P. A. S.
Biological control of the red rot disease of Sisal (Agave sisalana) using

Restinga’s Bacteria.

The culture of Sisal has economic prominence in Brazil due to its aptitude to
grown under the unfavorable climatic conditions within the semiarid region. The
country has the biggest world production with the State of Bahia being the
nation’s main producer of Sisal. Red rot disease, caused by Aspergillus niger, is
considered as the main cause of decrease of this culture within Brazil. There are
no efficient control strategies against the disease. This work evaluated the
potential control capabilities of 18 bacterial strains against red rot in Sisal. The
isolates were able of inhibit mycelial growth, germination of spores and produced
volatile compounds responsible by mycelial growth inhibition of A. niger. Using
PCR technique, the gene bamC was detected in two antagonists (INV and BMH),
associated with the synthesis of the antibiotic bacilomicin. Experiments showed
that isolates INB2, ING2, INM12 and IND2 were the best control agents under
green-house and field conditions. Fourteen isolates had a significant effect to
control the disease in the field (IND2, INN2, INP2, INL2, INC2, INB2, INM2, ING2,
INN12, INM12, INF2, INQ2z, INUz e INS2). Sequencing of the 16S region of the rRNA
showed that these 14 isolates are species related to Burlkholderia plantarii,
Burlkholderia glumae and Burlkholderia glandioli. The isolates INV and BMH
were identified as Bacillus sp.

Keywords: Burkholderia spp.; Biocontrol; Agave sisalana; Aspergillus niger.
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1. INTRODUCAO

O sisal (Agave sisalana Perrine ex Engelm) é uma importante fonte natural
para a producdo de fibra, que possui significativo destaque entre as plantas
nativas caracteristicas de regibes semidesérticas e quentes (Medina, 1954;
Nikam; Bansude; Aneesh Kumar, 2003). Os principais paises produtores s&o:
Brasil, Tanzania, Quénia, Venezuela, e Madagascar (Sharma; Varshney, 2012).
O Brasil se destaca como maior produtor mundial na producéo de sisal, gerando
receitas anuais em torno de 200 milhGes de reais, e a Bahia destaca-se como
maior estado produtor respondendo por 96% da producdo nacional (IBGE,
2011).

As caracteristicas de rusticidade como a tolerancia a estresse hidrico e
resisténcia a atague de insetos e microrganismos, nao impedem que 0S
problemas de origem fitossanitaria sejam os que mais tem causado danos ao
sisal nos ultimos anos (Medina, 1954; Alves; Santiago; Lima, 2005; Suinaga;
Silva; Coutinho, 2006). Nesse sentido, merece destaque a doenca podridao
vermelha causada por espécies do fungo filamentoso Aspergillus (Santos, 2011).
A espécie Aspergillus. niger é relatada como o principal agente causador da
podriddo vermelha do sisal, que afeta as principais areas de producéo na Bahia
e em outros estados do Brasil, e até 0 momento, ndo ha descrito nenhum tipo de
tratamento a esta doenca, que € fatal para a cultura (Coutinho et al. 2006a;
Coutinho et al., 2006b; Soares et al., 2006).

No controle de doencas de plantas, séo utilizados métodos que ajudem a
evitar o contato com o patoégeno, criando condi¢cdes ambientais desfavoraveis a
este, e erradicando ou reduzindo a quantidade do patégeno em uma planta ou
na area (Agrios, 2005). Por tanto o controle biol6gico € um método que leva em
consideracdo o uso de um ou mais microrganismos antagonistas no combate de
um patdégeno, sendo considerado ambientalmente correto em compara¢ao aos
tratamentos quimicos (Baker, 1987; Vasiliauskas et al., 2004).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de uma cole¢éo de
bactérias isoladas da serapilheira da Formacdo Arbustiva Aberta do Parque
Estadual Paulo Cesar Vinha, ES, Brasil no controle da podriddo vermelha do
sisal. Juntamente com essa colecdo foram testados dois isolado de solo,

oriundos da Regiéo Sisaleira da Bahia, Brasil.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismos e condigdes de cultivo

Foram usadas 16 cepas de uma colecao de bactérias, isoladas de material
vegetal em decomposicéo da restinga do Parque Estadual Paulo Cesar Vinha,
ES e dois isolados bacterianos oriundos de isolamentos de solo da Regiao
Sisaleira da Bahia, Brasil. A manutencao e preparo do in6culo se deu em caldo
LB (Luria Bertani) (Luria e Burrous, 1957). O indculo foi obtido pela adicdo de
100pL da cultura em 100 mL de meio de cultura (em erlenmeyer de 250 mL)
incubado a 28°C com agitacdo de 150 RPM durante 20 horas. A cultura foi
centrifugada a 14.000 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
pelete ressuspenso em solucao salina (0,89% de NaCl) esterilizada e ajuste da
OD (Densidade o6tica) em 600 nm para 0,5.

Os fitopatégenos usados nos teste de antagonismos fazem parte da
colecdo de fungos fitopatogénicos do laboratério de microbiologia da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB) enquanto que os isolados
de Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Moniliophthora perniciosa, Phytophthora
capsici e Phytophthora palmivora foram gentilmente cedidos pelo Centro de
Pesquisas do Cacau (CEPEC) (Tabela 1). Os isolados foram cultivados em
batata dextrose agar (BDA) a 28°C por 7-10 dias antes da sua utilizacdo nos
ensaios de antagonismo. O fungo utilizado nos experimentos em casa de
vegetacao e campo, Aspergillus niger (isolado 131), foi isolado a partir de plantas
de sisal (Agave sisalana) doentes, e pertence a colecdo do Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia. Antes do uso A.
niger foi cultivado em meio batata dextrose agar (BDA) por 7 dias a 28°C. Os
conidios foram raspados da superficie da cultura, homogeneizados em 20 mL de
agua destilada autoclavada e 1 gota de Tween 20® e filtrado em gaze estéril

antes da quantificacdo. A suspenséo foi ajustada para 1 x 107 conidios.mL™.

2.2. Material Vegetal

No presente estudo foram utilizadas mudas de sisal (A. sisala Perrine ex
Engelm), obtidas a partir do plantio de bulbilhos coletados de plantas sadias no
municipio de Jacobina, Bahia, Brasil. Os bulbilhos foram plantados em
recipientes de 500 mL. As mudas destinadas a ensaios em casa de vegetacao
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foram plantadas em solo devidamente autoclavado, e apds 2 meses
selecionados e utilizados na montagem dos experimentos. As plantas
selecionadas possuiam tamanho aproximado de 25 cm e estavam livres de

ferimentos visiveis e doenca.

2.3. Antagonismo de cepas de bactérias contra fitopatdgenos

Para avaliar o potencial de antagonismo das 18 cepas contra diferentes
agentes fitopatogénicos, incluindo A. niger foi utilizado a técnica de duplo cultivo
(Li et al., 2011) com algumas modificacdes. Foram retirados discos de micélio (5
mm de diametro) de culturas com 7 a 10 dias de crescimento, que foram
colocados no centro da placa de Petri contendo meio BDA. Apds 24 horas uma
aliquota de 8pL de cada suspenséo bacteriana (10° UFC.mL™?) (diluida a partir
do meio de cultura), foi colocada a 5 mm da extremidade da placa. A distancia
entre os dois locais de inoculagdo em cada uma das placas foi de 40 mm. As
placas foram seladas com parafilme e incubadas a 28°C durante 10 dias. Para
os controles inoculou-se discos de micélio (5 mm de diametro) no centro de
placas com BDA e 8uL de agua destilada autoclavada. Foram usadas 5
repeticdes para cada tratamento. O crescimento radial e o percentual de redugéo
em relagdo ao controle foi calculado usando a seguinte formula (Al-Mughrabi,
2013):

Inibicao (%) = < X 100

C — Crescimento micelial do patégeno no tratamento controle (mm);

T — Crescimento micelial do patégeno na presenca do antagonista (mm).

2.4. Inibicdo do crescimento micelial de A. niger por compostos volateis de
bactérias

Foi avaliado a capacidade de producdo de compostos volateis em
condic@es In vitro contra A. niger, de acordo a metodologia descrita por Arrebola
et al., (2010) com algumas modificagoes. As 18 cepas foram reativados em meio
de cultivo agar nutriente (AN) incubados a 28°C durante 24 h, antes da
montagem dos ensaios. O fungo foi inoculado no centro da placa em meio batata
dextrose agar (BDA) e fechadas com parafilme. As cepas foram inoculadas em

caldo LB e incubadas a 28°C durante 20 horas com agitacéo de 150 RPM e em
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seguida foram transferidos 100uL para placas de Petri contendo meio LB. Os
fundos das placas com bactérias foram fechados com os fundos das placas em
que as bactérias foram semeadas. As placas foram incubadas em BOD a 28°C
+ 2°C, e o crescimento do fungo foi acompanhado a cada 48 h por 10 dias. Foi
utilizado como controle o fungo inoculado em meio BDA submetido as mesmas
condi¢bes de incubacao das placas contendo meio de cultura LB sem semeio de
bactérias. Como segundo controle inoculou-se o fungo em BDA, e usou-se
fundos de placas semeadas com E. coli, nas mesmas condi¢cdes dos
antagonistas testados. O diametro radial final do fungo foi medido no 10° dia
tanto nos tratamentos como nos controles. A inibicdo do crescimento micelial do
fungo foi calculada de acordo com a férmula: (R1-R2/R1) x 100, onde R1 € o valor
de controle, R2 € a medida do fungo em contato com o antagonista. Para cada

isolado bacteriano utilizado como tratamento, utilizou-se 6 repeticoes.

2.5. Efeito do sobrenadante de culturas de bactérias na germinacdo de esporos
de A. niger

Para obtencdo dos filtrados utilizados nos testes, as bactérias foram
semeados em Erlenmeyer com 200 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB), e
incubados em mesa agitadora orbital (150 rpm e 28°C), durante 48 horas. ApGs
a incubacéo, foram retiradas aliquotas que foram centrifugadas a 14000 rpm por
15 min. O sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos, sendo guardados
a 4°C. Antes do armazenamento, o material coletado foi homogeneizado e uma
aliquota de 100 pL foi plagueada em meio TSA e incubados a 28 °C durante 24
h, para comprovar a ndo existéncias de células bacterianas no filtrado.

Para avaliar a inibicdo da germinacéo de conidios de A. niger por filtrados
bacterianos, adicionou-se 150 pyL de suspensao de conidios, 150 uL do filtrado
e 50 yL de BD (Batata-Dextrose) em placa de ELISA, sendo esta vedada com
filme PVC e incubada a 37°C. Utilizamos 3 controles, o meio liquido (LB) sem o
crescimento das bactérias, agua destilada esterilizada; e meio de cultura BD sem
0 crescimento microbiano. No momento em que o0s tratamentos controles
apresentaram um minimo de 70% de germinacédo (16 horas de incubacao),
adicionou-se 1 gota de lactofenol azul em todos os tratamentos. A avaliagao
ocorreu por meio da contagem aleatéria de 200 conidios em microscopio de luz.

Considerou-se como conidio germinado aquele cujo tubo germinativo se
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apresentasse superior ao dobro do diametro do conidio ndo germinado. O

experimento foi repetido 3 vezes.

2.6. Deteccao in vitro de celulases, proteases e quitinases secretadas pelos
isolados bacterianos

Os 18 antagonistas foram testados para avaliar o potencial de producao
de algumas enzimas hidroliticas envolvidas no controle biolégico, em meio de
cultura agarificado suplementado com o substrato da enzima a ser testada. As
placas foram divididas em quatro setores e 10uL de cada suspenséo bacteriana
foi adicionada no centro de cada setor e incubadas a 28°C por 48 h.

A atividade celulolitica foi avaliada usando meio solido contendo:
MgS0a4.7H20 (0,1 g/L), CaCl2.2H20 (0,2 g/L), FeS04.7H20 (0,04 g/L), NaCl (0,2
g/L), KH2PO4 (0,3 g/L), K2HPO4 (0,5 g/L), Carboximetilcelulose Sigma® (CMC) (5
g/L), extrato de levedura (0,1 g/L) e agar (15 g/L) (Teather; Wood, 1982). Apés
48 h foram adicionados 10 mL de solucdo de vermelho congo (1mg/mL) em cada
placa, apds 30 min essa solucao foi descartada e adicionou-se 10 mL de uma
solucdo de NaCl a 1M, seguido de incubac¢do por 30 min. Observou-se a
formacdo de um halo alaranjado em torno das colbnias, indicando a atividade
celulolitica.

A atividade de proteases foi avaliada em meio de agar contendo leite
desnatado (100 g/L), extrato de levedura (1,5 g/L) de acordo Dunn et al., (1997)
e visualizado diretamente apds 72 h de incubacao a 28°C através da formacéao
de um halo transparente ao redor das colbnias cuja atividade foi positiva.

A atividade de quitinase foi realizada em meio contendo: NH4H2PO4 (1
g/L), KCI (0,2 g/L), MgS0a4.7H20 (0,2 g/L), quitina coloidal (10 g/L), agar (20 g/L),
e pH ajustado para 7,0 (Roberts; Selitrennikoff, 1988). As placas foram
incubadas por 7 dias a 28°C. A deteccéo da producgéo de quitinase foi baseada

na visualizacdo de zonas claras ao redor das colonias.

2.7. Avaliagdo do biocontrole e eficiéncia dos antagonistas em casa de
vegetacao

A eficiéncia do controle biologico das 18 estirpes de bactérias
antagonistas foi testada em casa de vegetacdo. O experimento incluiu os 18

antagonistas e dois tratamentos controles. Um dos controles (Controle positivo)
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consistia em plantas inoculadas apenas com agua destilada autoclavada. O
segundo controle (Controle negativo) era formado por plantas inoculadas apenas
com o patégeno A. niger. Foram feitos ferimentos padronizados (duas
perfuracdes equidistantes com aproximadamente 1 mm de diametro) na base do
caule das plantas, aplicou-se 100 pL da suspenséao de células bacterianas em
cada perfuracao (total de 200 pL/planta), e as mudas foram mantidas em repouso
por 2 h. Posteriormente as mudas foram inoculadas com 100 pL da solugéo de
esporos de A. niger em cada leséo feita anteriormente (total de 200 pL/planta).
Apos a inoculacdo do patdogeno as mudas foram plantadas novamente em seus
recipientes e mantidas sob as condicdes de casa de vegetacao. Foram utilizadas
42 repeticBes para cada tratamento e apds 30 dias as plantas foram colhidas e
cortadas transversalmente 0,5 cm acima do ponto da inoculagédo. Analisou-se a
presenca ou auséncia dos sintomas da doenca e a severidade foi avaliada com
uso da escala de nota proposta por S& (2009) (Figura em anexo).

Calculou-se a severidade da doenca e a eficiéncia do biocontrole. A
severidade da doenca foi calculada utilizando indice de infeccdo de Mckinney
(1923) de acordo a equacgao: Y (Grau de infeccdo x Frequéncia) x 100 + (n° total

de unidades x Grau maximo da escala). A Eficiéncia do Biocontrole (%):

[(Severidade no controle — Severidade no grupo tratado com o antagonista) x 100
(Severidade no controle)

Os dados foram analisados no software Sisvar versao 4.0 (Ferreira, 2000).

2.8. Controle da podridao vermelha do sisal (A. niger) em campo

A eficiéncia dos 18 antagonistas foi testada contra a podriddo vermelha
do sisal em condi¢cdes de campo. Os testes foram realizados com mudas de
sisal, no distrito Caatinga do Moura, situado no municipio de Jacobina-BA, Bahia,
Brasil. Foram utilizadas plantas de sisal com 5 meses de idade que foram
mantidas na area experimental em recipientes com solo. A inoculacdo dos
agentes de biocontrole/patogeno e avaliacao foi realizado conforme descrito na
secao anterior. Foram utilizadas 25 repeti¢cdes para cada tratamento.

2.9. Deteccéo por PCR de genes envolvidos com a sintese de antibioticos
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Foram feitos PCRs utilizando primers de genes especificos envolvidos na
biossintese de importantes antibidticos. O DNA dos 18 antagonistas foi
submetido a reacdes de PCR para amplificagdo dos seguintes genes:
bacilomicina (Ramarathnam et al., 2007), fenazina (Delaney et al.,, 2001),
pirrolnitrina (De Souza et al., 2003), 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG)
(McSpadden et al., 2001) e o gene de resisténcia a zwittermicina A (Raffel et al.,
1996). Os produtos de PCR foram corados com 3 pL de corante, e os produtos
separados em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio. Foi utilizado o
DNA ladder de 100 pb como marcador de peso molecular. Apés a corrida
eletroforética os géis foram fotodocumentados em transiluminador UV. Através
da presenca de bandas do tamanho especifico para cada gene, avaliou-se o

potencial de producao dos antibidticos procurados.

2.10. Identificacdo molecular dos antagonistas

As 18 cepas antagonistas utilizadas nos experimentos foram identificados
em nivel de género por sequenciamento do gene 16S do rRNA. O gene 16S do
rRNA foi amplificado para sequenciamento com o seguinte par de primers
universais 8FN (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) e 1492r (5" GGT TAC
CTT GTT ACGACT T 3) (Turner et al., 1999). Apés a amplificacdo, as amostras
foram submetidas a reacfes de sequenciamento. Os produtos de PCR foram
enviados juntamente com o0s iniciadores para sequenciamento na empresa

Macrogen Inc (www.macrogen.com/).

2.11. Analise genotipica de isolados bacteriano por meio de BOX-PCR

A diversidade genotipica dos 18 isolados bacterianos foi determinado
através da amplificacdo de fragmentos através do primer BOXA-1
(VERSALOVIC et al., 1994). A reacgdo de amplificagédo continha 2,5 pL de PCR
Buffer (10X); 1,5 uL dNTPs (10 mM); 2,0 pL de MgCI2 (50 mM); 2,5 uL do primer
(10 uM); 0,3 pL de Taq DNA polimerase (5 U/uL); 30 ng de DNA e H20 ultra pura
para um volume final de 25 pL. As condi¢coes de amplificacdo foram realizadas
de acordo com McSpadden-Gardener et al. (2000). As amostras foram aplicadas
em gel de agarose 2% contendo 0,5 pg/ml de brometo de etidio, submerso em

tampéo TAE (Tris-Acetato 90 mM e EDTA 1 mM). Como marcador de peso
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molécula utilizou-se o DNA ladder de 100 pb. A separacao eletroforética foi de 5
ha40V.

3. RESULTADOS
3.1. Antagonismo de cepas de bactérias contra fungos

A Tabela 1 resume os dados referentes a inibicdo in vitro de A. niger,
Colletotrichum sp., F. oxysporum f.sp. cubense, M. perniciosa, P. capsici pelos
isolados bacterianos utilizados no trabalho. Os antagonistas testados reduziram
significativamente (p<0,05) o crescimento micelial de todos os fitopatdgenos
utilizados no experimento. O percentual de inibicdo observado entre o0s
diferentes antagonistas variou de 21,88% a 96,22% entre os diferentes
fitopatdogenos. Os isolados INU12, INP2, INS2 e ING2 apresentaram 0s maiores
valores de inibicéo in vitro para o fungo A. niger, sendo esses valores 79,70%,
77,86%, 74,91% e 74,54%, respectivamente. O maior valor de inibicdo do
Colletotrichum sp. foi obtido pelo isolado INS2, que mostrou um percentual de
64,28%. Para F. oxysporum f.sp. cubense, INC2 apresentou o maior valor de
inibicdo (67,19%). A maior parte dos isolados mostrou forte inibigdo contra M.
perniciosa, sendo o antagonista INN2 o que apresentou o maior valor (96,22%),
enguanto que onze outros antagonistas (INU2, INU12, ING2, INR2, INL2, INP2,
INQ2, INS2, INF2, INN12, INC2) apresentaram valores entre 89,19% e 82,16%.
Na inibicdo do crescimento micelial de P. capsici os isolados INN2, INU2, INC2,
INN12, INS2 mostraram o0s maiores percentuais de inibicdo, com
respectivamente 68,57%, 66,43%, 65%, 63,93% e 63,57%.

De forma geral apenas os isolados INM12 e INS2 apresentaram um
padrdo de alto percentual de inibicdo independente do fitopatdgeno testado,

sendo este percentual acima de 50% (Tabela 1).
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Tabela 1
Antagonismo in vitro de cepas bacterianas isoladas de restinga contra Aspergillus niger, Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Moniliophthora
perniciosa, Phytophthora capsici. Presenga (+) ou auséncia (—) de atividade celulolitica, proteolitica e quitinolitica. Presenga ou auséncia de genes envolvidos

com a produgdo bacilomicina, fenazina, pirrolnitrina, 2,4-diacetilfloroglucinol e gene de resisténcia a zwittermicina.

Tratamentos Inibic&o in vitro (%) Atividade Hidrolitica Antibioticos
A.niger Colletotrichum sp. F. oxysporum M. perniciosa P. capsici Celulase Protease Quitinase bamC* phzFAI®  prnD° phiD®  zmaR®

INB, 68,26 46,07¢ 45,301 68,00° 63,572 - + - - - - - -
INC, 67,90° 44,284 67,192 82,162 65,002 - - + - - - - -
IND, 40,228 27,14 50,39¢ 68,11¢ 47,86° - - - - - - - -
INF, 70,480 46,07¢ 38,289 82,702 34,644 - + - - - - - -
ING. 74,542 48,93¢ 57,42° 84,862 48,57° - - - - - - - -
INL, 71,59 26,43 45,31f 84,322 55,71P - - + - - - - -
INM; 61,62¢ 42,149 47,27¢ 76,22° 59,64° - + - - - - - -
INM;> 72,70° 51,43¢ 53,524 74,05° 56,070 + + + - - - - -
INN, 72,70° 50,00° 51,56 96,222 68,572 - + - - - - - -
INN31, 71,21P 32,148 50,00¢ 82,702 63,932 - + + - - - - -
INP, 77,862 57,14° 44,53 83,782 50,71¢ - + - - - - - -
INQ2 68,260 46,07¢ 58,59¢ 83,782 57,140 - + + - - - - -
INR; 72,70° 32,14¢ 42,191 84,862 48,57¢ + + - - - - - -
INS, 74,912 64,282 62,50° 83,782 63,572 - + + - - - - -
INU, 68,260 40,714 45,31 89,192 66,432 - + - - - - - -
INU1, 79,702 40,004 58,98¢ 88,112 46,43¢ + - - - - -
INV 52,77¢ 46,43¢ 21,88" 69,73¢ 48,57¢ + - - - - -
BMH 55,354 48,57¢ 43,75 62,16° 45,00¢ + + - + - - - -
CTL 0,00f 0,009 0,00 0,004 0,008 -

Valores médios (médias de cinco repeti¢cdes) seguidos pela mesma letra dentro de cada coluna séo estatisticamente diferentes de acordo o teste de Skott-knott p < 0.05.
AGene pertencente a via de biossintese de Bacilomicina;

B Gene pertencente a via de biossintese de Fenazina,;

€ Gene pertencente a via de biossintese de Pirrolnitrina;

P Gene pertencente a via de biossintese de 2,4-dicetilfloroglucinoal,

E Gene pertencente de resisténcia a zwittermicina
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3.2.Inibicdo do crescimento micelial de A. niger por compostos volateis de
bactérias

Os dados de inibicdo por compostos volateis produzidos pelos 18
antagonistas em placa selada séo apresentados na Figura 1. A maior parte dos
antagonistas foram capazes de produzir compostos volateis capazes de inibir
significativamente o crescimento micelial de A. niger nas condi¢des in vitro
testadas. O isolado INM12 foi 0 que apresentou o menor percentual de inibicdo
(27,35%). Os isolados que obtiveram os maiores valores percentuais de inibicdo
contra o patégeno testado sdo ING2, INS2, INL2, INM2, INQ2, INF2, INR2, INU2,
INP2, INV, INC2 e IND2 com 72,29%, 71,94%, 69,10%, 68,92%, 68,92%,
68,92%, 67,14%, 67,14%, 65,36%, 64,48%, 64,12% e 63,01%, respectivamente.
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Fig. 1. Ensaio de inibicdo do crescimento micelial de Aspergillus niger por compostos volateis
bacterianos (método da placa selada). Como controle foram usados o fungo inoculado em meio
BDA na auséncia das bactérias sob as mesmas condi¢des de incubacéo dos tratamentos com
0s antagonistas, e também o fungo inoculado em meio BDA na presencga do isolado bacteriano
E. coli DH5a. Os valores usados representam as médias do crescimento micelial obtidas a partir
de seis repeticbes que foram submetidos ao teste de Skott-Knott (p < 0,05). Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os tratamentos e as barras representam o erro padréo da

média das seis repeticdes.
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3.3.Efeito do sobrenadante de culturas de bactérias na germinacdo de esporos
de A. niger

O efeito do sobrenadante da cultura dos antagonistas na germinacéo de
conidios de A. niger em placa de Elisa. Os resultados expressos na Figura 2
mostram que o0s sobrenadantes das culturas dos antagonistas INB2, INF2,
INM12, INQ2 e INN2 inibiram completamente a germinacédo do fungo A. niger.
Os tratamentos contendo o sobrenadante da cultura dos isolados INP2 e 14INV
também se mostraram significativamente eficientes em diminuir a germinacao de
esporos de A. niger, onde foi observado um percentual de germinacao de 36%
e 34% respectivamente (Fig. 2.). Os conidios submetidos aos sobrenadantes
dos isolados INU12 (71,7%), ING2 (79,33%), INU2 (85,33%), INC2 (85,70%), e
BMH (86,00%) também tiveram a sua germinacdo inibida, porem com
percentuais de inibicdo significativamente menores que o0s melhores
antagonistas ja citados.

O percentual de germinacéo de A. niger nao diferiu dos controles quando
expostos aos sobrenadante oriundos dos isolados INM2, INL2, IND2, INS2, INR2
e INN12, onde o percentual de germinacéo foi de 91,67%, 95,67%, 96,33%,
97,67%, 97,67%, e 98,67% respectivamente (Fig. 2.).
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Fig. 2. Percentual de germinacéo de conidios de Aspergillus niger apds 16 horas de incubacédo
a 37°C, tratados com filtrados de culturas de isolados bacterianos de restinga. Como controle
foram usados meio de cultivo batata-dextrose (BD), meio de cultivo Luria-Bertani (LB) e agua
destilada autoclavada (H20). Os valores médios foram obtidos a partir de 3 repeticdes, cada
repeticao formada pela contagem de 200 esporos ao acaso. Letras diferentes indicam diferencas
significativas encontradas entre os tratamentos pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05). As barras
representam o erro padrdo da média das seis repeticdes.
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3.4.Deteccédo in vitro de celulases, proteases e quitinases secretadas pelos
isolados bacterianos

A producdo de enzimas celuloliticas, proteoliticas e quitinoliticas das
diferentes cepas de bactérias isoladas de restinga séo resumidas na Tabela 1.
As atividades hidroliticas indicadas pela formacéao de zonas claras ao redor da
colonia bacteriana, foram observadas em meio suplementado com CMC, leite
desnatado apds 48 h a 28 °C e em meio suplementado com quitina coloidal ap6s
7 dias a 28°C. Apenas a cepa INM12 apresentou atividade de producgédo para as
trés enzimas em estudo. As cepas IND2, ING2 ndo apresentaram formagéo de
alo transparente nos meios testados. Dos 18 antagonistas, apenas quatro
(INM12, INR2, INV e BMH) apresentaram indicacdo de secregéo de celulase.
Em relacéo a secrecéo de proteases apenas quatro isolados (INC2, IND2, ING2
e INL2) ndo demonstraram capacidade para a producao nas condicdes in vitro
citadas, enquanto que 14 cepas demonstraram potencial para a producéo desta
enzima. Para a produgcdo de quitinase, seis cepas se mostraram potenciais
produtores da enzima, sendo estas INC2, INL2, INM12, INN12, INQ2 e INS2.

Protease foi a enzima mais comum, sendo produzida por 88,88% das
cepas. O contréario foi observado para producdo de quitinase e celulase, onde
apenas 33,33% e 22,22% das cepas demonstraram potencial para producéo in

vitro respectivamente.

3.5. Avaliacéo do biocontrole dos antagonistas em casa de vegetacao

Dos 18 antagonistas testados, 16 demonstraram eficiéncia de bicontrole
de no minimo 50% nas condi¢cbes de casa de vegetacdo (Tabela 3). O
antagonista mais promissor, o isolado INB2, apresentou eficiéncia de controle de
95,73%, enquanto que a estirpe menos eficiente apresentou um valor de 29,06%
(BMH). Outros trés isolados também demonstraram altos valores de eficiéncia
em casa de vegetacdo. E o caso dos isolados ING2, INM12 e IND2 que
apresentaram eficiéncia de biocontrole de respectivamente 94,87%, 92,31 e
85,47% (Tabela 3)

Os isolados citados como os de maior eficiéncia (INB2, ING2, INM12 e
IND2) apresentaram valores de severidade da doenca significativamente

pequenos, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, exceto do controle
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caracterizado pela auséncia de doenca (CTL) (Tabela 3.) Dos 18 antagonistas,
os dois que apresentaram 0s menores valores de eficiéncia, sdo oriundos de
solo da regidao sisaleira da Bahia, ambiente que naturalmente s&o encontradas
plantas de sisal sadias e doentes, enquanto que os 16 isolados restantes foram
isolados de material em decomposicao da restinga no Parque Estadual Paulo
Cesar Vinha, ES, Brasil sendo portanto isolados al6ctones. A incidéncia da
doenca na populacdo de mudas foi reduzida em até 50% pela aplicagdo dos
antagonistas INB2, ING2, INM12, IND2 e INQ2. Destes INB2 e ING2 se
sobressairam por apresentar a menor incidéncia expressa em 12,50% (Tabela
3).

4
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Controle Negativo Controle Positivo Isolado INB, Isolado IND,

Fig. 3. Efeito antagonista dos isolados INB2 e IND2 em casa de vegetagdo. A-B — Mudas
inoculadas apenas com Aspergillus niger. C-D — Mudas inoculadas com agua destilada
autoclavada.E-F — Mudas inoculadas com o antagonista INB2. G-H — Mudas inoculadas com o

antagonista IND2.

3.6. Controle biologico da podriddo vermelha do sisal em campo

Os resultados do biocontrole da podridéo vermelha causada pelo fungo A.
niger sdo mostrados na Tabela 2. Todos os tratamentos com antagonistas
diferiram estatisticamente do controle sem doenca (CTL H20). A eficiéncia
minima observada foi de 50% (INV), e o isolado que apresentou o melhor valor
de eficiéncia foi IND2 com 77,03% (Tabela 2).

Dentre os antagonistas testados, um grupo formado por 14 isolados
(IND2, INN2, INP2, INL2, INC2, INB2, INM2, ING2, INN12, INM12, INF2, INQ2,

INU2 e INS2) se mostraram eficientes na redugcdo da severidade da podridao
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vermelha nas condicBes ambientais testadas, ndo havendo diferenca estatistica
significativa entre os mesmos. Os isolados INU12, BMH, INR2 e INV
apresentaram valores de severidade significativamente menores que o controle
apenas com o patogeno (CTL ASP), no entanto esses valores foram inferiores
quando comparados com 0s outros antagonistas (Tabela 2). Dentre os isolados

que se destacaram, a incidéncia da doenca também foi reduzida (Figura 4)

Controle Negativo Controle Positivo Isolado INB, Isolado INC,

C.° AN

Isolado IND, Isolado INL, Isolado INN, Isolado INP,

Fig. 4. Efeito antagonista dos isolados INB2 e INC2, IND2, INL2, INN2 e INP2 em campo. Os As
fotos representam o efeito de isolados que compunham o grupo dos 14 antagonistas que
obtiveram os melhores resultados em campo. A— Muda inoculada apenas com Aspergillus niger.
B— Muda inoculada com agua destilada autoclavada. C — Muda inoculada com o antagonista
INB2. D — Muda inoculada com o antagonista INC2. E — Muda inoculada com o antagonista IND2.
F — Muda inoculada com o antagonista INL2. G — Muda inoculada com o antagonista INN2. H —
Mudas inoculadas com o antagonista INP2.
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Tabela 2
Incidéncia, severidade e eficiéncia do controle biolégico da Podriddo vermelha causada por Aspergillus niger tratados com isolados bacterianos de restinga em

casa de vegetacgio e campo.

Experimento em Casa de Vegetacao Experimento em Campo
Incidéncia da Severidade da Eficacia do Incidéncia da Severidade da Eficacia do
Tratamentos
Doenga (%) Doenca (%) Biocontrole (%) Doenca (%) doenca (%) Biocontrole (%)
INB, 12,50 4,17+175 a 95,73 76,00 29,33+3,40b 70,27
INC, 72,50 38,33+3,51¢c 60,68 60,00 26,67 +7,60b 72,97
IND, 27,50 14,17 +495a 85,47 52,00 22,67+4,50b 77,03
INF, 52,5 23,33+2,18b 76,07 64,00 32,00+4,90b 67,57
ING, 12,50 500+1,67 a 94,87 72,00 30,67 +4,00b 68,92
INL 65,00 30,00+ 3,78 b 69,23 56,00 26,67 £6,32b 72,97
INM; 82,50 48,33 +5,46d 50,43 80,00 30,67+3,40b 68,92
INMy, 17,50 750+2,34 a 92,31 64,00 32,00+£4,42b 67,57
INN, 92,50 48,33 +2,44d 50,43 64,00 24,00 £4,00 b 75,68
INN1, 60,00 26,67 +£5,35D 72,65 72,00 32,00+£250b 67,57
INP, 80,00 38,33+£5,00¢c 60,68 68,00 25,33+2,50b 74,33
INQ2 47,50 21,67 +3,02b 77,78 72,00 33,33+6,32b 66.22
INR2 65,00 3750+7,01c 61,54 80,00 4533+£3,27 ¢ 54,06
INS, 57,50 25,83+1,97b 73,50 68,00 34,67 +£3,89b 64,87
INU, 77,50 40,00 £5,04 c 58,97 68,00 34,67 +6,80b 64,87
INU12 85,00 45,00 +4,32d 53,85 76,00 37,33+3,40c¢C 62,16
INV 72,50 50,00 + 6,78 d 48,72 72,00 49,33+7,18¢ 50,00
BMH 97,50 69,17 +355e 29,06 64,00 41,33+3,89¢ 58,11
CTL H20 0,00 0,00+0,00 a 100,00 0,00 0,00+0,00 a 100.00
CTL ASP 100,00 97,50 £1,22 f 0,00 100,00 98,67 £1,33d 0,00

Valores médios (médias de quarenta e duas repeticbes no experimento em casa de vegetacao e vinte e cinco no experimento em campo) seguidos pela mesma letra dentro de cada coluna sé@o

estatisticamente diferentes de acordo o teste de Skott-knott p < 0.05.
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3.7. Presenca de genes envolvidos com a via biossintética de antibioticos

Os resultados do PCR demonstraram que dos cinco genes procurados,
apenas o gene bamC que codifica para a producdo de bacilomicina foi
encontrado (Tabela 1). Houve amplificacdo do fragmento correspondente
somente para os isolados BMH e INV (Bacillus sp.) (Figura em anexo). Para
todos os outros genes ndao houve amplificacdo do fragmento correspondente
esperado nos isolados.

3.9. Identificacdo dos antagonistas

A Tabela 3 mostra a identificagdo dos 18 isolados com base no
sequenciamento do gene 16S do rRNA. Dentre os 18 antagonistas dois géneros
séo representados: Burkholderia e Bacillus. Burkholderia € representado por 16
isolados (INB2, INC2, INF2, ING2, INL2, INM2, INM12, INN2, INN12, INP2,
INQ2, INR2, INS2, INU2 e INU12) e Bacillus por dois isolados (INV e BMH)
(Tabela 3).

3.9. Analise genotipica de isolados bacteriano por meio de BOX-PCR

A analise genotipica por rep-PCR utilizando iniciadores BOX foi realizada
com todos os isolados bacterianos. De forma geral os produtos de amplificacédo
mostraram apenas dois diferentes padrdes de bandas. Esse resultado corrobora
com o sequenciamento do gene 16S do rRNA, ja que foram encontrados dois

grupos distintos de géneros bacterianos (Burkholderia e Bacillus). (Figura 5).

Fig. 5. Perfil eletroforético em gel de agarose obtido por meio de BOX-PCR, mostrado o peffil
genotipico de cada um dos 18 isolados. (M) — Marcador molecular (DNA Ladder); (C) — Controle

Negativo.



Tabela 3

Identificacdo dos 18 agentes de biocontrole

Identificagdo Molecular

Isolado Espécie (BLAST-NCBI) Identidade (%) N° de Acesso Cobertura (%)
INB, Burkholderia plantarii 99 AB183679.1 99
INC, Burkholderia glumae 99 CP001504.2 99
IND, Burkholderia plantarii 92 AB682220.1 100
INF, Burkholderia gladioli 99 HQ023278.1 98
ING, Burkholderia glumae 99 CP001504.2 99
INL, Burkholderia gladioli 99 HQ023278.1 98
INM, Burkholderia glumae 99 CP001504.2 97
INM;2 Burkholderia plantarii 99 AB183679.1 98
INN2 Burkholderia glumae 99 CP001504.2 98
INN12 Burkholderia glumae 90 EF193641.1 95
INP, Burkholderia glumae 99 NR102846.1 99
INQ2 Burkholderia gladioli 99 HQ023278.1 99
INR, Burkholderia plantarii 99 AB183679.1 99
INS, Burkholderia glumae 99 NR102846.1 99
INU, Burkholderia plantarii 99 AB183679.1 97
INU12 Burkholderia plantarii 99 AB183679.1 99
INV Bacillus subtilis 99 JX433023.1 99

BMH Bacillus subtilis 99 JX433023.1 99



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359803133?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=97YZS42F014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306447530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=97XUG6EF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306447530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=97XUG6EF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/122938539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=97URN2TG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306447530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=97XUG6EF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/359803133?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=97VGN7C9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339896172?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=97WN1Y64015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339896172?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=97WN1Y64015
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4. DISCUSSAO

Até o0 momento ndo existem estratégias de manejo eficientes contra a
podriddo vermelha do sisal na regiéo sisaleira do estado da Bahia. Também néao
existem métodos de controle eficazes para a supressao da doenca. Logo faz-se
necessario o desenvolvimento de estratégias que visem o controle da doenga
em questdo. A utilizagdo do controle bioldgico, através do uso de microrganismos
€ uma eficiente ferramenta para o manejo de doencas, além de ser uma técnica
considerada favoravel ao meio ambiente (Tjamos et al, 2005).

No processo de busca por bactérias benéficas para 0 uso no controle
biolégico de doencas e na promocédo de crescimento de plantas, 0 sucesso é
dependente da escolha do local de busca e do selecdo dos microrganismos
antagonistas, sendo que varias estratégias podem ser utilizadas com essa
finalidade (Fravel, 2005). Nossa primeira abordagem foi analisar se uma colecéo
de bactérias de ambiente de restinga apresentava potencial para utilizacdo no
controle biolégico de doencas de plantas. Para tanto, avaliou-se a atividade
antagobnica in vitro frente a alguns agentes fitopatdégénicos reconhecidos (A.
niger, Colletotrichum sp., Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Moniliophthora
perniciosa e Phytophthora capisici). Posteriormente os trabalhos concentraram-
se em avaliar a acdo antag6nica a Aspergillus niger, visando a utilizagdo dos
isolados no controle bioldgico da podriddo vermelha do sisal.

Todos os 18 isolados testados inibiram significativamente o crescimento
micelial de todos os fitopatdgenos testados. Os antagonistas INU12, INP2, INSz e
ING2 foram os que mais se destacaram na inibicdo do crescimento micelial de A.
niger. Resultados de antagonismo semelhantes foram encontrados por Tenorio-
Salga et al., (2013) ao testarem uma cole¢édo de 15 isolados de Burkholderia
tropica contra quatro fitopatégenos (Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum e Sclerotium rolffsi), onde todos os antagonistas
inibiram o crescimento micelial em comparagédo com o controle.

Os resultados do teste de inibicdo por compostos volateis mostram que a
maior parte dos isolados produzem compostos volateis capazes de inibir
significativamente o crescimento de A. niger. A inibicdo do crescimento micelial
foi mais efetiva na presenca de INCz, IND2, INF2, ING2, INLz, INM2, INP2, INQ2,
INR2, INS2, INU2 e INV, que apresentaram valores de inibicdo de 64%, 63%,
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69%, 72%, 69%, 68%, 65%, 69%, 67%, 72%, 67%, 64,5% respectivamente.
Tenorio-Salgado (2013) encontrou resultados semelhantes ao testar 15 isolados
de Burkholderia tropica contra quatro fungos fitopatogénicos (Fusarium
culmorum, Fusarium oxysporum, Sclerotium rolffsi e Colletotrichum
gloesporioides), que encontrou o maior valor de inibicdo pelo isolado MT0296
contra o fungo S. rolffsi (86 = 4,5%). Fernando et. al., (2005) ao demonstrar a
atividade antifungica de compostos volateis produzidas por bactérias no controle
do patégeno Sclerotinia sclerotiorum destacam a importancia da producdo de
antibioticos volateis no controle de patdégenos presentes no solo, e comenta que
esse € o local mais eficaz para esse tipo de mecanismo, ja que nessas condi¢cdes
esses compostos teriam condi¢do de entrar em contato com os propagulos do
patdgeno também presente no solo.

Além do efeito antifungico, alguns trabalhos também relatam que
substancias volateis produzidas por bactérias também possam estar envolvidas
na promocao de crescimento de plantas (Arabidopsis thalliana) (Ryu et. al.,
2003). Volateis bacterianos também podem contribuir com o0 aumento da taxa de
sobrevivéncia de bactérias benéficas pela diminuicdo de alguns potenciais
concorrentes por nutrientes (Mackie; Wheatley, 1999).

A germinacdo de conidios de A. niger foi completamente inibida na
presenca de sobrenadantes da cultura de cinco isolados de Burkholderia sp.
(isolados INBz2, INFz, INM12, INQ2 e INN2). No entanto, embora o efeito tenha sido
menor, 0os sobrenadantes produzidos pelos isolados INP2 e INV também foram
capazes de inibir significativamente a germinagéo de esporos.

A inibicdo da germinacdo de esporos por filtrados de culturas pode ser
explicada pela liberacdo de compostos antimicrobianos que podem ser
produzidos tanto por Burkholderia spp. como por Bacillus spp. em meio de
cultura. Kelani-Feki et al., (2011) isolou compostos com atividade antifingica
(alquil-quinona e didecil-ftalato) a partir de sobrenadantes de culturas de B.
cepacia. Da mesma forma alguns trabalhos mostram que diferentes espécies de
Bacillus demonstram alta atividade inibitoria contra fitopatdogenos, decorrente da
producdo de diferentes antibioticos como: bacilomicina, bacilisina, fengicina e
zwittermicina A (Athukorala et al., 2009; Chen, 2009b).

Um dos primeiros passos para a implantagdo do biocontrole € a procura

por agentes com evidente potencial, nesse sentido a estratégia mais utilizada
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baseia-se na atividade antagonica expressa in vivo (Idris et al., 2007). Logo, os
testes de casa de vegetacao e campo sao cruciais para confirmacao do potencial
expresso nas condicdes in vitro.

Nos testes realizados em casa de vegetacédo o isolado INB2, apresentou
os melhores resultados de eficiéncia de biocontrole (95,73%), juntamente com
os isolados INGz2, INM12 e IND2 com eficiéncia de biocontrole de respectivamente
94,87%, 92,31% e 85,47%. Nesse caso, o resultado expresso por INB2 em casa
de vegetacdo se relaciona com o resultado obtido no teste de antagonismo in
vitro. No entanto, os dados também mostram que isolados que apresentaram
potencial antagbnico in vitro, ndo confirmaram esse potencial in vivo. Tal
exemplo pode ser evidenciada a partir dos resultados mostrados pelo isolado
INU12, que se destacou como o melhor antagonista nos testes de antagonismo
em placa de Petri, mas ndo confirmou seu potencial quando testado em casa de
vegetacao.

O isolado BMH (Bacillus sp.) apresentou o menor valor de eficiéncia em
de biocontrole em casa de vegetacéo (29,06%). Em campo sua eficiéncia foi de
58,01%, sendo considerada menor quando comparado com o0s outros isolados
testados. Estes resultados contrastam com os apresentados por Idris et al.
(2007) que ao testar isolados de Bacillus spp. como agentes de biocontrole
contra Fusarium oxysporum no combate a podriddo radicular em Sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench), apresentaram os melhores resultados em casa
de vegetacédo, resultados esses que se relacionaram aos encontrados nas
condicdes in vitro.

Dentre os antagonistas utilizados no trabalho, os testes em campo
revelaram que INV, BMH, INR2 e INU12 apresentaram os menores valores de
eficiéncia de biocontrole.

O antagonista Burlkholderia sp. isolado IND2, apresentou o melhor valor
de eficiéncia (77,03%). Um grupo formado por 14 isolados (IND2, INN2, INP2,
INL2, INC2, INB2, INM2, ING2, INN12, INM12, INF2, INQ2, INU2 e INS2)
apresentaram resultados significativos na reducdo da podriddao vermelha nas
condicbes de campo testadas, ndo havendo diferenca estatistica significativa
entre os valores de severidade apresentados.

Isolados de Bacillus sp., principalmente B. subtilis sdo considerados

agentes potenciais de biocontrole de uma variedade de doencas flungicas em
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plantas (Sundaramoorthy et. al., 2012; Yang et. al., 2012; Kildea et. al., 2008;
Idris et al., 2007). No entanto, os dados expostos no presente trabalho mostram
claramente que os isolados de Burlkholderia testados se mostraram mais
eficientes no controle da podriddo vermelha do sisal que os isolados de Bacillus
sp. (INV) nas condicfes testadas.

Outro resultado que merece destaque, € que isolados que apresentam
bons resultados nos testes in vitro nem sempre confirmam esses resultados
quando testados nas condi¢cdes de campo. O isolado INU12, que mostrou os
melhores resultados de inibicdo do crescimento micelial, ndo confirmou o seu
potencial nos experimentos de casa de vegetagdo e campo. Outra inferéncia é a
de que o melhor antagonista em casa de vegetacédo (isolado INB2) ndo se
destacou no grupo dos melhores produtores de compostos volateis capazes de
inibir o crescimento micelial de A. niger. Este resultado € comumente observado
em Varios trabalhos, onde um namero alto de antagonistas é selecionado pela
sua atividade antagonista in vitro, no entanto muitas vezes nao existe a
correlacdo desses dados com os obtidos nas condi¢cdes de casa de vegetacdo
e/ou campo (Williams E Asher, 1996).

Ainda em relacdo aos resultados por compostos volateis, o antagonista
INM12 que apresentou o menor valor percentual de inibicdo (27,35%), se
destacou entre os melhores isolados na reducdo da doenca em casa de
vegetacao (eficiéncia de biocontrole de 92,31%), e também mostrou-se eficiente
na reducdo da doenca nas condicbes de campo. Isso pode significar que trés
situacdes coisas podem estar ocorrendo nas condi¢des in vivo: o isolado pode
estar utilizando outro mecanismo especifico que ndo a producédo de compostos
volateis para controle da doenca; nas condi¢des de solo esse isolado pode ter o
seu potencial de producdo de compostos volateis amplificado por algum fator
especifico; ou ele langca méo de outros mecanismos que o ajude a complementar
esse nivel de protecdo que € expresso na reducdo consideravel da doenca em
casa de vegetacdo e campo. Sabe-se que a eficacia de um determinado agente
de biocontrole é dependente, principalmente, da ndo utilizacdo de um Unico
mecanismos de acado, e sim de uma combinacdo de diferentes formas de
atuacao (Alabouvette et al., 1993), que acaba lhe garantindo vantagem.

Nesse trabalho pode-se observar que os agentes de biocontrole

confirmaram sua performance na casa de vegetacao em relagdo ao campo, no
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entanto uma clara variacdo pode ser percebida pela analise dos valores de
eficiéncia de biocontrole, severidade e incidéncia da podridao vermelha do sisal.
Os isolados que mostraram potencial no controle da doenca em casa de
vegetacao, se mantiveram significativamente eficazes na reducao da doenca em
campo. Esse dado é interessante no sentido de auxiliar o direcionamento de
novos estudos que tenham como finalidade a selecdo de novos agentes eficazes
no controle da podridado vermelha do sisal. Sendo assim, pode ser proposto que
a selecdo de agentes de controle biolégico para a podriddo vermelha seja
prioritariamente iniciada em casa de vegetacdo, e posteriormente esses
possiveis agentes podem ser levados as condicbes de campo. Essa ideia é
interessante no sentido de ajudar a poupar esfor¢cos e recursos laboratoriais na
triagem de agentes que acabam nao apresentando um efeito de controle
interessante.

Os isolados INB2z, ING2, INM12 e IND2 apresentaram 6timos valores de
biocontrole no experimento em casa de vegetacdo e se mantiveram no grupo
dos 14 isolados que apresentaram evidente biocontrole da podriddo vermelha
em campo. Isso reafirma o potencial destes para uso no biocontrole da podridao
vermelha. Os dados observados in vitro mostram a possibilidade de que esses
quatro isolados utilizem diferentes mecanismos de agdo para o controle da
doenca em questdo. O isolado INB:, foi capaz de produzir proteases e inibir a
germinacao de esporos e o crescimento micelial do patdégeno. O isolado ING:2
apenas demonstrou acdo de antibiose no crescimento micelial contra A. niger e
outros fitopatdgenos testados. O isolado INM12 se destacou em varios testes,
produzindo proteases, celulase e quitinase, inibindo a germinacéo de esporos e
o crescimento micelial do patégeno. Enquanto que IDN2 se destacou apenas na
producdo de compostos volateis.

Em relagéo as diferencas observadas nos valores incidéncia, severidade
e eficiéncia de biocontrole (em casa de vegetacdo e campo), varios sdo 0s
fatores que podem estar ligados a essas diferencas. Em casa de vegetacéo os
testes foram realizados com solo autoclavado, enquanto que nas condi¢cbes de
campo a microbiota natural pode ter tido influéncia. Também é relatado em
alguns trabalhos que a eficiéncia dos agentes de biocontrole depende em parte

do indculo inicial do patdgeno, e atribuem as diferencas observadas a flutuactes
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de populacdo do patdogeno que ocorrem naturalmente no campo (Algam et al.,
2004; Ramesha, R.; Phadke, 2012).

Varias espécies pertencentes ao género Burkholderia sdo descritas como
bons antagonistas e agentes biocontrole (Altindag et al., 2006; Heydari;
Misaghi,1998; Recep et. al., 2009). Testes in vitro contra Fusarium sambucinum,
Fusarium oxysporum e Fusarium culmorum, foram realizados por Recep et. al.,
(2009) destaca o isolado OSU-7 de B. cepacia como 0 que apresentou 0s
maiores valores de inibicdo. Nesse mesmo estudo 17 isolados séo testados para
o controle da podridédo seca da batata causada por trés espécies de fungos em
duas cultivares de batata, o antagonista mostrou resultados significativos sobre
o controle da doenca.

Embora ndo se possa afirmar com certeza, os dados apresentados
indicam a possibilidade de que esse seja o primeiro relato de isolados
filogeneticamente relacionados as espécies Burlkholderia plantarii e
Burlkholderia glumae mostrando atividade de biocontrole em plantas. Essas
espécies sao reconhecidamente descritas como fitopatdgenos agressivos que
causam podriddo bacteriana (Burlkholderia plantarii) e morte (Burlkholderia
glumae) em mudas de arroz (Uematsu, et. al., citado por Maeda, 2006; Azegami
et. al., 1987). Testes de patogenicidade realizados em casa de vegetacéo (dados
nao mostrados) confirmaram que esses isolados ndo sdo capazes de causar
doenca em plantas de sisal.

Dos cinco antibitticos procurados através da amplificacdo de genes por
PCR, apenas um tipo foi encontrado em dois antagonistas. O gene bamcC foi
detectado nos isolados INV e BMH, sugerindo que 0s mesmos podem produzir
o antibiético Bacilomicina (Figura em anexo). E provavel que os bons resultados
apresentados nos testes de germinacao de esporos utilizando sobrenadantes da
cultura de INV, possam ser explicados pela presenca desse antibiético. Para os
outros isolados, nédo foi detectado a presenca dos genes procurados. No entanto,
os resultados mostrados na germinagcéo de esporos de A. niger sugerem que
INB2, INF2, INM12, INQ2z, INN2 e INP2 produzem algum composto inibidor que é
liberado no meio de cultura, e tem atuacdo comprovada na inibicdo da
germinacao de esporos.

A analise do genoma de estirpes de Bacillus spp. que apresentam

atividade comprovada de biocontrole, tem revelado que cerca de 4 a 8,5% do
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seu genoma € dedicado a producdo de compostos secundarios (Chen et al.,
2007; 2009; Earl et al., 2008).

O presenca do gene prnD gene envolvido com a biossintese do antibiético
Pirrolnitrina, ndo foi detectado via PCR. Mas sabe-se que varias espécies de
Burkholderia e Pseudomonas séo produtoras de Pirrolnitrina, e esse antibidtico
apresenta alta atividade antifungica contra varios grupos (Ascomicotas,
Basidiomicotas e Deuteromicotas) (Raaijmakers et al., 2002). O potencial
apresentado por Burkholderia spp. e Bacillus spp. de sintetizar uma grande
guantidade de compostos antifingicos é fator determinante na sua capacidade
de controlar fitopatbgenos quando aplicados como agentes de biocontrole
(Kelani-Feki, 2011; Athukorala; Fernando; Rashid, 2009), além de possuirem
capacidade para promover a resisténcia sistémica induzida (Ryu et al., 2004).

Os isolados de Burkholderia utilizados neste trabalho apresentaram
diferentes resultados para os testes in vitro e para os testes realizados em casa
de vegetacdo e campo. O sequenciamento do gene 16S do rRNA mostra que
esses isolados estdo muito relacionados filogeneticamente a Burkholderia
plantarii e Burkholderia glumae (Tabela 3). Foi feita a analise genotipica por rep-
PCR utilizando o primer BOXA-1 com o intuito de esclarecer as diferengas
existentes entre esses isolados. No entanto, o resultado ndo mostrou diferencas
genotipicas entre os isolados de Burkholderia. Sendo assim, os resultados de
diversidade sdo congruentes com os resultados do 16S.

Anotacdes geradas a partir da analise dos genomas completamente
sequenciados, vem mostrando que dentro de uma mesma espécie o conteudo
génico do genoma pode variar muito entre individuos. Isso pode ser observado
naturalmente em E. coli e em outras espécies, como Burkolderia cenocepacia.
O genoma do isolado IAI39 de E. coli apresentou um total de 5.029 genes,
enquanto que o isolado str. K-12 mostrou um total de 4.497 (Touchon et, al.,
2009; Riley et al., 2005). Burkholderia cenocepacia também mostra divergéncias
nos valores de conteudos génicos de diferentes cepas. O isolado J2315 de B.
cenocepacia apresenta conteudo génico de 7.365 genes enquanto que o isolado
AU 1054 apresenta 6,632 genes (Holden et al., 2008). Essa € uma provavel
explicacéo para as divergéncias de resultados encontrados para os isolados de

Burkholderia.
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Ao longo dos ultimos 40 anos varios estudos tém demonstrado que
metabdlitos, antibidticos, compostos volateis e enzimas produzidas por bactérias
de solo e associadas a plantas sdo considerados fatores chaves na supressao
de fitopatégenos (Raaijmakers, 2002; Hass, 2005; Lugtenberg; Kamilova, 2009).

Nesse estudo mostramos que cepas do género Burkholderia e Bacillus
possuem potencial para o biocontrole da podriddo vermelha do sisal causado
pelo fungo Aspergillus niger. Sendo os isolados de Burkholderia sp. os que mais

se destacaram.
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ANEXO A: Escala de notas utilizada para avaliar a severidade da

podriddo vermelha do sisal em mudas

Escala de nota utilizada para avaliar a severidade da podriddo vermelha do em
sisal mudas. (A) Nota O — Planta sadia; (B) Nota 1 — Sintoma inicial, percebe-se
0 escurecimento dos tecidos internos do caule; (C) Nota 2 — Vermelhidao dos

tecidos internos do caule; (D) Nota 3 — Planta morta. (Sa, 2009).
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ANEXO B: PRESENCA DE GENES ENVOLVIDOS COM BIOSSINTESE DE
ANTIBIOTICOS

M NN, INB, IND, INM,, INNg INR, INP, INU, INs, INQ, INC, INV INM, INF, ING,

M INL, BMH INU, BACS

Detecc¢éao por meio de PCR em gel de agarose do fragmento correspondente ao
gene (bamC) envolvido com a biossintese de Bacilomicina. (M) — Marcador
molecular (DNA Ladder);
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ANEXO C: ANTAGONISMO DE CEPAS DE BACTERIAS CONTRA O FUNGO

Aspergillus niger




BMH

Antagonismo de cepas bacterianas contra Aspergillus niger (Isolado 131).
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ANEXO D: ANTAGONISMO DE CEPAS DE BACTERIAS CONTRA O FUNGO

Colletotrinchum sp.

Antagonismo de cepas bacterianas contra Colletotrinchum sp.



82

ANEXO E: ANTAGONISMO DE CEPAS DE BACTERIAS CONTRA O FUNGO

Fusarium oxysporum fs. cubense

CONTROLE INB2 INC2

IND2 INF2 ING2

INM2 INM12

INN2 INN12 INP2
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INQ2 INS2

BMH

Antagonismo de cepas bacterianas contra Fusarium oxysporum fs. Cubense
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ANEXO F: ANTAGONISMO DE CEPAS DE BACTERIAS CONTRA O FUNGO

Moniliophthora perniciosa
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Antagonismo de cepas bacterianas contra Moniliophthora perniciosa
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ANEXO G: ANTAGONI-SMO DE CEPAS DE BACTERIAS CONTRA
Phythophthora palmivora
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INQ2 INR2 INS2

BMH

Antagonismo de cepas bacterianas contra Phythophthora palmivora
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ANEXO H: ENSAIO DE BIOCONTROLE EM CONDICOES DE CAMPO
UTILIZANDO 18 ISOLADOS BACTERIANOS - JACOBINA, BAHIA, BRASIL.
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INM12

INN12

INU2

INP2
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Tratamento Aspergills

Efeito antagonista dos isolados INB2, INC2, IND2, INF2, INL2, ING2, INM2, INM12,
INN2, INN12, INP2, INQz, INR2, INS2, INU2, INU12, INV € BMH em campo.

Tratamento Agua



