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FORMULACOES A BASE DE Bacillus SPP. PARA CONTROLE DE Alternaria

alternata f.sp. citri
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Orientadora: Prof® Dra. KATIA CRISTINA KUPPER
Coorientadora: Prof* Dra. ELIDA BARBOSA CORREA

RESUMO

Na safra de 2018, o Brasil produziu 996.872 toneladas de tangerinas e seus hibridos,
sendo o estado de Sdo Paulo e Minas Gerais responsaveis por 59% desta producdo. No
entanto, este potencial produtivo tem demandado a utilizacdo de elevado nimero de
aplicacdes anuais de fungicidas para controle de um dos principais problemas
fitossanitdrios, a mancha marrom de alternaria (MMA), causada pelo fungo Alternaria
alternata f. sp. citri. Porém, os resultados, além de ndo serem totalmente satisfatorios,
podem causar impacto negativo para a saide e o meio ambiente. A inser¢ao de métodos
alternativos, como o controle biolégico, pode ser uma estratégia eficiente e socialmente
correta para o controle da doenca. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo
desenvolver formulacdes a base de Bacillus subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens
(ACB-08), que em estudos prévios mostraram potencial para o controle da MMA. Para
tal, avaliou-se: (i) a adicdo de compostos nitrogenados e elementos tragos sobre a
atividade antagdnica das bactérias; (ii) o uso de diferentes veiculos de transportes (talco,
caulim e amido) na formulagdo; (iii) a vida de prateleira das formulacdes a base de
Bacillus spp., em duas condicdes de armazenamento (22 e 4°C); (iv) o efeito das
formulacdes no crescimento micelial e na germinacdo de conidios de A. alternata e,
finalmente, (v) a eficiéncia das formulacdes a base de Bacillus spp., no controle da
doenca. Os resultados obtidos mostraram que: a maioria dos aditivos avaliados
favoreceu o antagonismo dos isolados bacterianos, afetando o desenvolvimento micelial
do fitopatégeno; a combina¢do de um composto nitrogenado e de um elemento trago
apresentou uma menor atividade antagénica das bactérias, quando comparado com 0s
aditivos utilizados individualmente; todas as formulagdes a base de Bacillus spp.,
independente do veiculo de transporte da bactéria, foram eficientes em inibir a
germinacdo e o desenvolvimento da colonia de A. alternata; a maioria das formulagdes

se manteve vidvel até seis meses de armazenamento a 22 °C; formulagdes a base de B.
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amyloliquefaciens ACB-08 nao mantiveram a viabilidade, quando armazenadas durante
seis meses a 4°C; houve diferenca quanto a preferencia de aditivo e do veiculo de
transporte para o desenvolvimento de formulagdes a base de espécies de Bacillus; as
melhores formulacdes para controle da MMA compreenderam: B. subtilis ACB-01
cultivado com MnSO,4.H,O (ImM) + caulim e B. amyloliquefaciens ACB-08 cultivado
com CoCl,.12H,0 (0,2mM) + talco e, as mesmas foram compativeis com estrobilurina,

quando aplicadas em mistura de calda.

Palavra chave: vida de prateleira; adjuvantes; citros; estrobilurina; ‘Dancy’
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FORMULATIONS BASED ON Bacillus SPP. FOR CONTROL OF Alternaria

alternata f.sp. citri

Author: ALISSON QUEIROZ MOURA
Adyviser: Prof? Dra. KATIA CRISTINA KUPPER
Co-adviser: Prof* Dra. ELIDA BARBOSA CORREA

ABSTRACT

In the 2018 harvest, Brazil produced 996.872 tons of tangerines and their hybrids, with
the state of Sdo Paulo and Minas Gerais responsible for 59% of this production.
However, this productive potential requires the use of a high number of fungicide
applications to control one of the main phytosanitary problems, an Alternaria Brown
Spot (ABS), caused by the fungus Alternaria alternata f.sp citri. However, the results,
besides it not being entirely satisfactory, can have a negative impact on health and the
environment. The insertion of alternative methods, such as biological control, can be a
efficient and socially correct strategy for controlling the disease. Therefore, the present
study aimed to develop Bacillus subtilis (ACB-01) and B. amyloliquefaciens (ACB-08)
based formulations, which in previous studies showed potential for controlling ABS.
For this, it was evaluated: (i) the addition of nitrogen compounds and trace elements on
the antagonistic activity from bacteria; (ii) the use of different carrier materials (talc,
kaolin and starch) in the formulation; (iii) the shelf life of Bacillus spp.-based
formulations, in two storage conditions (22 and 4 ° C); (iv) the effect of formulations on
mycelial growth and germination of A. alternata conidia and, finally, (v) the efficiency
of Bacillus spp.-based formulations, in the control of the disease. The results obtained
showed that: most of the evaluated additives favored the antagonism of the bacterial
isolates, affecting the mycelial development of the phytopathogen; the combination of a
nitrogenous compound and a trace element showed a lower antagonistic activity of the
bacteria, when compared with the additives used individually; all Bacillus spp.-based
formulations, regardless of the bacterium carrier material, were efficient in inhibiting
the germination and development of the A. alternata colony; most formulations
remained viable until six months of storage at 22 °C; B. amyloliquefaciens ACB-08-
based formulations did not maintain viability when stored for six months at 4 °C; there

was a difference regarding the preference of additive and carrier material for the
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development of formulations from Bacillus species; the best formulations for Alternaria
Brown Spot control included: B. subtilis ACB-01 grown with MnSO4.H,O (ImM) +
kaolin and B. amyloliquefaciens ACB-08 grown with CoCl,.12H,0 (0.2mM) + talc and

they were compatible with strobilurin, when applied in mixture.

Keyword: shelf-life; adjuvants; citros; strobilurin; ‘Dancy’



1. INTRODUCAO

Frente o cendrio nacional na produgdo de tangerinas e seus hibridos, o Brasil
produziu 996.872 toneladas em 2018, sendo os estados de Sao Paulo e Minas Gerais
responsdveis por 59% da producdo (IBGE, 2018). Apesar deste potencial produtivo, as
tangerinas e seus hibridos enfrentam sérios problemas fitossanitarios, como a mancha
marrom de alternaria (MMA), doenca flngica causada por Alternaria alternata f. sp.
citri (REIS et al., 2007; COLTURATO et al., 2009; BASTIANEL et al., 2014;
AZEVEDO et al., 2015).

O fungo A. alternata é disseminado através de esporos assexuados e produz uma
toxina de cardter seletivo ao hospedeiro. Dependendo da intensidade da doenga, pode
ocasionar desfolha, morte dos ramos e queda parcial dos frutos, no entanto, os que se
mantém na planta perdem seu valor para o mercado in natura (CUENCA et al., 2016).

Diversas sdo as medidas de controle para mancha marrom de alternaria, como a
utilizacdo de cultivares resistentes (MICHIELIN et al., 2016; CAMPOS et al., 2017), o
controle cultural (TIMMER et al., 2003; AZEVEDO et al., 2015) e, principalmente, o
controle quimico (COLTURATO et al., 2009). Dependendo do clima e da
susceptibilidade da cultivar pode ser estabelecido um elevado nimero de aplicacdes
anuais de fungicidas, podendo, em algumas situacdes, ndo apresentar um controle
satisfatério (MICHIELIN et al., 2016; CHITOLINA et al., 2019).

Pulverizacdes com produtos quimicos podem ocasionar problemas relacionados
a saude publica; ao meio ambiente (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018); aumento nos
custos de producdo, devido ao elevado numero de aplicagdes; além do surgimento de
linhagens resistentes do fitopatégeno aos ingredientes ativos utilizados (COLTURATO
et al., 2009; CHITOLINA et al., 2019). Atualmente, sao indicados seis fungicidas para
controle da MMA no Brasil, formulados com os seguintes ingredientes ativos:
estrobilurina, triazol, 6xido cuproso e sulfato de cobre (BRASIL, 2019).

Neste contexto, o uso do controle bioldgico tem se tornado uma promissora
ferramenta no controle de doencas em plantas e, entre os antagonistas encontram-se as
bactérias do género Bacillus. Tais bactérias sdo gram-positivas cosmopolitas, capazes de
produzir inimeros metabdlitos secundarios e substancias antagbnicas, estruturalmente
distintas e, suportam as adversidades do ambiente por formarem enddsporos (FIRA et
al., 2018). No entanto, a0 mesmo tempo em que muito se tem estudado quanto a sua

eficiéncia como agente de controle biolégico (KUPPER et al., 2009; KUPPER et al.,



2012; GAUTAM et al., 2019; KLEIN et al., 2016; EL-BENDARY; MOHARAM, 2019;
BAYSAL et al., 2013; ALVAREZ et al.,, 2011), pouco se tem de formulagdes
disponiveis no mercado (GOTOR-VILA et al., 2017; DROBY et al., 2016).

A disponibilidade dessas formulacdes depende da alta estabilidade em seu
periodo de armazenamento, do transporte e distribuicdo, manuseio, entrega e
persisténcia no campo, da aplicacdo, do baixo custo de atividade e consideravel vida de
prateleira (EL-BENDARY; MOHARAM, 2019). No entanto, a viabilidade do
antagonista, nas formulagdes armazenadas por um longo periodo, ndo garante sua
eficiéncia de controle, uma vez que, embora o antagonista sobreviva na formulagao,
muitas vezes pode perder sua capacidade de antagonismo, sendo, desta forma, um
entrave para a aceitacdo comercial do produto (GOTOR-VILA et al., 2017).

Formulagdes a base de Bacillus spp. t€ém sido proposto na literatura, pela
utilizacdo de diferentes veiculos de transportes, aditivos, adjuvantes e condi¢des de
armazenamento, apresentando, inclusive, resultados satisfatérios (LEE et al., 2006;
KLEIN et al., 2016; GOTOR-VILA et al., 2017; GOTOR-VILA et al., 2019). Isso se
deve ao grau de seletividade de aditivos na formulagao, que pode otimizar o antagonista
e aportar sua viabilidade durante o periodo de armazenagem (KLEIN et al., 2016), bem
como, do veiculo de transporte, dos adjuvantes e das condicdes de armazenamento,
fatores esses decisivos na estabilidade e eficiéncia das formulagdes (LEE et al., 2006).

O processo de formulacao também parece ser um entrave em sua disponibilidade
no mercado, uma vez que métodos como leito fluidizado e spray dryer (GOTOR-VILA
et al., 2019; MENG et al.,, 2015) tende a encarecer os custos de produgdo e,
consequentemente, seu preco final, sendo necessdrio a busca por formulagdes
caracterizadas como: suspensio concentrada (SC), concentrado emulsiondvel (EC) ou,
mesmo emulsdo de 6leo em dgua (EW), possibilitando a ado¢do de alternativas com
baixo custo e, que atendam a producdo do antagonista, como os caldos bacterianos
subsidiados com matérias primas simples e acessivel no ambiente de producgdao
(YANEZ-MENDIZABAL et al., 2012a).

Atualmente no Brasil sdo registrados 38 formulag¢des a base de Bacillus spp.,
dentre os quais apenas trés sdo indicadas para citros e nenhum € indicado para o
controle da MMA (BRASIL, 2019), evidenciando, portanto, a necessidade de se
desenvolver formulagdes bioldgicas, inclusive, para o controle de A. alternata.

Diante do exposto e, com base em resultados anteriores, quanto a eficiéncia dos

isolados Bacillus subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08) no controle da



mancha marrom de alternaria (SOUZA, 2018), o objetivo deste estudo foi desenvolver
formulacdes a base desses microrganismos (ACB-01 e ACB-08) para controle da
mancha marrom de alternaria, estudando: (i) diferentes fontes de nitrogénio, elementos
tracos e suas combinagdes como aditivo para produgdo das bactérias (ACB-01 e ACB-
08); (ii) diferentes veiculos de transporte para os microrganismos; (iii) condi¢des de
armazenamento e vida de prateleira das formulagdes; e, finalmente, (iv) a efici€éncia das

formulacdes in vitro e in vivo no controle da doenca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao de tangerinas e seus hibridos no Brasil

O cultivo de citros no Brasil apresenta importincia econdmica e social,
representando 60% de todo suco de laranja consumido mundialmente (FAO, 2019).
Frente o cendrio nacional na producdo de tangerinas e seus hibridos, o Brasil produziu
996.872 toneladas em 2018, sendo a regido sudeste e sul do pais responsavel por 93,7%
de toda producao (IBGE, 2018). Considerando as variedades, Tangor Murcott e Ponkan
sdo responsaveis por 80% da producdo de tangerina e seus hibridos no Brasil (REIS et
al., 2007).

Algumas caracteristicas intrinsecas das tangerinas e seus hibridos sdo requeridas
pelo mercado in natura, como, intensa coloracdo, auséncia de sementes, docura,
equilibrio na acidez e viabilidade ao descascar, fomentando os programas de
melhoramento genético em busca dessas demandas (GOLDENBERG et al., 2017).

As tangerinas e seus hibridos sdo ainda uma fonte de vitaminas e fibras, além de
conter metabodlitos secunddrios como o dcido ascérbico, compostos fendlicos,
flavonoides e limondides, importantes para a saide humana (NEVES et al., 2018).

No cendrio nacional destaca-se o tangor Murcott [Citrus reticulata Blanco x C.
sinensis (L.) Osbeck] e as tangerinas Pokan (C. reticulata Blanco) e ‘Dancy’ (C.
reticulata Blanco). Sendo variedades adaptadas ao clima tropical, apresentando frutos
de qualidade e maturacdo mais tardia (PACHECO, 2015), porém, com alta
susceptibilidade para a mancha marrom de alternaria (MMA) (REIS et al., 2007), o que
tem levado a erradicacdo de aproximadamente 40 milhdes de plantas (BASTIANEL et

al., 2014).



2.2 Mancha marrom de alternaria

2.2.1 Histdrico e agente causal

A mancha marrom de alternaria (MMA) foi relatada pela primeira vez em 1903,
em um pomar de mandarina (Citrus reticulata) ‘Emperor’ na Austrdlia e anos mais
tarde nos EUA, Israel, Africa do Sul, Turquia, Espanha, Brasil e Argentina (PEGG,
1966; TIMER; PEEVER; SOLEL, 2003; COLTURATO et al., 2009).

Segundo Peres, Agostini e Timer (2003) a MMA foi relatada no Brasil pela
primeira vez em 2001 no Rio de Janeiro e, desde entdo vem sendo descrita como a
principal doenga flingica dentre as tangerinas e seus hibridos. A doenga atualmente esta
presente com importancia econdmica nos Estados Unidos, Brasil, Argentina, Colombia,
Cuba, Peru, China, Espanha, Itdlia, Grécia, Turquia e Isracl (BASSIMBA; MIRA;
VICENT, 2014).

Devido a severidade da doenca, a producdo de Murcott em algumas regides do
Brasil s6 € possivel se o rendimento for suficiente para justificar o nimero demasiado
de aplicacdes com fungicidas para o controle da doenca (PERES; TIMEER, 2006;
MICHIELIN et al., 2016).

O agente causal da doenca pertence ao género Alternaria, sendo compreendido
por fungos cosmopolitas e imperfeitos, pertencentes ao filo Ascomicetos. Caracterizado
pela natureza saprofita e endofitica, este género € responsavel por diversas doencas
acometidas em plantas, dentre elas a mancha marrom de alternaria, causada pelo fungo
Alternaria alternata f.sp citri (AZEVEDO et al., 2015; MEENA; SAMAL, 2019).

Alternaria alternata produz toxinas com baixo peso molecular e de cariter
seletivo ao hospedeiro (HST) como as toxinas ACT I e II, com uma fragdo estrutural
determinada pelo acido 9,10-expo-8-hidroxi-9-metil-decatriendico (MEENA; SAMAL,
2019).

Seus conidios apresentam formas e tamanhos variados (20-63 um de
comprimento x 9-18 um de largura), com coloragdo de oliva a marrom escuro, contendo
entre 4 e 6 septos transversais e 1 longitudinal (AKIMITSU; PEEVER; TIMMER,
2003). Os conidios apresentam uma parede espessa 0 que o torna mais resistente ao

ressecamento, viabilizando sua sobrevivéncia no ambiente (SP()SITO et al., 2003).



2.2.2 Epidemiologia e sintomas

Os conidios do fungo sdo produzidos na superficie das lesdes até serem
dispersos pela dgua ou pelo vento e encontrarem outra superficie de frutos ou folhas
jovens que sejam suscetiveis. Havendo condi¢des de umidade, os conidios germinam e,
antes mesmo de penetrarem no tecido vegetal, iniciam a produ¢do da toxina ATC
(AKIMITSU; TIMMER, 2003).

A penetracdo nas folhas pode acontecer diretamente pela formacdo de
apressorios ou, através dos estomatos na superficie abaxial das folhas. Tais dinamicas
de penetracdo sdo estabelecidas de acordo com o hospedeiro, condi¢des ambientais e/ou
caracteristicas intrinsecas do proprio patégeno. Considerdvel parte da esporulacdo do
fungo ocorre nas folhas, sendo otimizada pela presenca de dgua ou alta umidade,
enquanto muito pouco ocorre em frutos e ramos (AKIMITSU; TIMMER, 2003).

Segundo Canihos et al. (1999) sua infec¢do 6tima acontece na temperatura de
27°C. A medida que essa temperatura oscila a + 5°C maior serd seu tempo para infec¢io
e necessidade por umidade. Em uma temperatura mais elevada, como por exemplo, a
32°C, a infecgdo pelo fungo € relativamente baixa, mesmo que se tenham condi¢des de
alta umidade (AKIMITSU; TIMMER, 2003).

Os sintomas da doenga, em gendtipos suscetiveis, correspondem a pequenas
lesdes em brotos, folhas e frutos jovens, podendo ainda, ocasionar queda de folhas e,
parcialmente dos frutos, porém, os frutos que permanecem fixos nas plantas perdem o
seu valor comercial para o mercado in natura (DORIA et al., 2019; CUENCA et al.,
2016).

Tais sintomas sdo definidos pela toxina ACT (Alternaria Citri Toxin) liberada
durante o processo de germinag¢do dos conidios, danificando a membrana celular e
induzindo o vazamento dos eletrdlitos das células citricas, resultando em lesdes
necréticas (CUENCA et al., 2016; WANG et al., 2010; CHUNG, 2014).

A toxina ACT é a principal toxina ativa em tangerinas (Citrus reticulata
Blanco), pomelo (Citrus paradisi Macfad) e hibridos (Citris sinensis (L.) Osbeck),
sendo frequentemente translocada através do sistema vascular, produzindo clorose e
necrose, seguindo as nervuras das folhas. Dependendo de sua intensidade, essas lesdes
continuam se expandindo até comprometer grande parte do tecido foliar, ocasionado
morte das folhas para além dos locais especificos da infec¢do (LLORENS et al., 2013;
CHUNG, 2014).



Ap6s a infeccdo dependendo das condi¢cdes ambientais os sintomas podem
aparecer apenas 24 horas apds. Em frutos, as lesdes variam entre pequenas manchas a
grandes lesdes, com possiveis erup¢des (AKIMITSU; TIMMER, 2003).

Dependendo da severidade de infeccao na folha, a planta hospedeira apresenta
queda em sua producdo, uma vez que, sua area superficial fotossintética é afetada pela

acdo do patégeno (PANE; ZACCARDELLLI, 2015).

2.2.3 Medidas de controle

Dependendo do clima da regido e da suscetibilidade da cultivar, o controle da
mancha marrom de alternaria é bastante critico. No Brasil, este momento critico pode
ser compreendido entre os meses de outubro a marco, onde ocorrem picos de umidade e
temperaturas Otimas para o desenvolvimento do patégeno e, a0 mesmo tempo, O
surgimento das novas brotacdes da planta.

A doenga pode ser amenizada por meio do controle cultural, por meio de podas,
para que se tenha boa circulacdo de ar; pelo uso de irrigagdo adequada, evitando
sistemas de aspersdo aérea e, por uma adubacgao balanceada, a fim de se evitar picos de
brotacdes (TIMMER et al. 2003; AKIMITSU; TIMMER, 2003; AZEVEDO et al.,
2015).

A utilizacdo de cultivar resistente também tem sido estudada como uma
importante alternativa de controle da MMA (SOUZA; STUCHI; GOES, 2009;
MICHIELIN et al., 2016; CAMPOS et al., 2017), assim como, a utilizacdo de sais
fosfitos e produtos naturais, como, também, pelo uso de quitosana (GARGANESE et al.
2019).

No entanto, a principal forma de controle é a utilizacdo de fungicidas quimicos,
exigindo, muitas vezes, um grande nimero de aplicacdes, que nem sempre sao
eficientemente satisfatorias frente as condi¢des ambientais ja supracitadas (SOUZA;
STUCHI; GOES, 2009; CUENCA, 2016; LLORENS et al., 2013).

Atualmente sdo registrados seis produtos quimicos para o controle da doenca,
tendo como ingredientes ativos o sulfato de cobre (inorganico), 6xido cuproso, triazol e
estrobilurina (BRASIL, 2019; AKIMITSU; TIMER, 2003).

O custo empregado no controle da MMA vai além do uso excessivo e da baixa
eficiéncia de controle de fungicidas (MICHIELIN et al., 2016; CHITOLINA et al.,

2019), refletindo ainda em custos ambientais a curto e longo prazo. Portanto, a



promocao de produtos alternativos, que reduzam os riscos € os impactos na saude

humana e meio ambiente, se faz necessario (LLORENS et al., 2013).

2.3 Controle biolégico e Agroecologia

A agroecologia tem proposto um desenvolvimento agricola embasado em
manejo dos agroecossistema de forma mais sustentdvel, resiliente, com foco na
biodiversidade local e, que seja economicamente vidvel e socialmente justo
(CHAVARRIA et al., 2018). Segundo Ferguson e Morales (2010), a agroecologia
representa uma base cientifica, metodoldgica e tecnoldgica em busca de uma revolugdo
agraria em todo o mundo.

Conceituada como a ado¢do de manejos baseados em processos bioldgicos em
oposi¢do ao uso de insumos externos e inorganicos, a transi¢ao agroecoldgica tem sido
requerida pela sociedade na busca por alimentos sauddveis e produzidos de forma que
ndo comprometam o presente e as geracdes futuras (DUPRE; MICHELS; GAL, 2017).

Dentre as vantagens com o cultivo em bases agroecoldgicas estd o equilibrio
entre 0s organismos que coexistem no agroecossistema, fomentando o controle
biologico de pragas e doenca de plantas, utilizando as suas proprias fungdes no
ecossistema (ALTIERI; NICHOLS, 2003; CHAVARRIA et al., 2018; BOERAEVE et
al., 2020).

E preciso compreender as interacdes e servicos ecossistémicos (promogdo de
crescimento, competi¢do, ciclagem de nutrientes e da dgua, inducdo de resisténcia, etc.)
dos organismos dentro do agroecossistema, prevendo o efeito direto e indireto que a
remogdo ou, adi¢cdo de um organismo terd sobre o sistema como um todo (RIVERAS-
SALINAS et al., 2018). Esta remog¢ao ou adi¢do é estabelecida de acordo com o manejo
exercido, por exemplo, o uso demasiado de agrotoxico e de fertilizantes inorganicos
pode provocar a remog¢do de alguns organismos importantes dentro do sistema, por
outro lado, préticas de conservagao do solo e ou, o cultivo consorciado poderd promover
a adi¢do de organismos (ALTIERI; NICHOLS, 2003; CHAVARRIA et al., 2018).

Para tanto, apesar de todo conhecimento em torno do controle biolégico e seus
agentes de controle, faz necessdrio a busca pelo desenvolvimento de formulacdes
bioldgicas que sejam prontamente disponiveis e eficientes para uso do agricultor. Jorge
e Souza (2017) destacam a importancia do desenvolvimento e de regularizacdes destas

formulacdes bioldgicas para expandir os sistemas agricolas de forma sustentdveis.



Segundo os autores, o emprego de tal ferramenta de controle serd importante na
consolidacdo da Politica Nacional de Agroecologia e Producdo Organica (Pnapo) e na

conversdo de agricultores convencionais para uma agricultura mais sustentavel.

2.4 Controle biolégico utilizando Bacillus spp.

O controle bioldgico pode ser definido como uma forma de manejo de pragas e
doencas com base ecoldgica e que utiliza algum tipo de organismos, seja ele
parasitoides, predadores, nematoides entomopatogénicos e microrganismos (BAKER;
GREEN; LOKER, 2020).

Para Sharma, Singh e Singh (2009), o controle biolégico com microrganismos,
pode ser abordado pela utilizagdo dos microrganismos ja existente na planta ou, que
possam ser introduzidos paro o biocontrole. Os possiveis mecanismos de ag¢do do
antagonista contra fitopatégeno correspondem a competicio por espaco € nutriente;
antibiose; parasitismo direto e resisténcia induzida, que pode ser pela presenca do
microrganismo ou, por algum dos seus metabdlitos produzidos (SHARMA; SINGH;
SINGH, 2009).

O microrganismo ideal, para o controle biologico de doencas de plantas, deve
ser geneticamente estdvel; ser eficaz em baixas concentracdes; ser pouco exigente
nutricionalmente; ser resiliente; ndo produzir toxinas, que possam ser prejudicais a
saude humana; ndo ser patogénico ao hospedeiro; ser compativel com os tratamentos
quimicos e fisicos normalmente utilizados para controle; ser prontamente estivel em
formulacdes e, finalmente, apresentar vantagem competitiva sobre o patdgeno
(SHARMA; SINGH; SINGH, 2009).

Dentre os antagonistas, destaca-se a utilizacdo de bactérias do género Bacillus
spp. (KLEIN et al., 2016; FIRA et al., 2018; GAUTAM et al., 2019; CHUN et al.,
2019). Tais bactérias sdo capazes de produzir metabdlitos secunddrios, como o0s
lipopeptideos, iturina, fengicina e surfactina, sendo os mais importantes compostos
envolvidos na atividade de biocontrole exercida contra fungos fitopatogénicos
(MASMOUDI et al., 2017).

Segundo Fira et al. (2018), algumas estirpes de B. subtilis e de B.
amyloliquefaciens possuem de 4 a 5% e 8%, respectivamente, de todo seu genoma
dedicado a sintese de metabdlitos secunddrios. Isso se deve a busca constante de

espécies de Bacillus que apresentem maior eficiéncia de energia e produgdo desses



metabodlitos (CHUN et al., 2019). Em estudo para controle do cancro em tomate
(Clavibacter michiganensis), a cepa de B. amyloliquefaciens teve efeito direto na
severidade da doenca, com 70% de inibicdo de darea lesionada, utilizando como
mecanismos de acdo: a antibiose, o parasitismo direto e a competi¢do por espago e

nutrientes (GAUTAM et al., 2019).

2.5 Formulagoes a base de Bacillus spp.

Diversas tecnologias t€ém surgido no dltimo século com a garantia de maiores
produtividades e possibilidade de alimentar o atual sistema de producdo, porém, nem
todas estdo livres dos impactos negativos a curto e longo prazo, sendo necessirio o
desenvolvimento de ferramentas estaveis, resilientes, sustentaveis e eficientes (BAKER;
GREEN; LOKER, 2020), como o desenvolvimento de formula¢des bioldgicas a base de
microrganismos antagonicos.

Espécies do género Bacillus spp. pelo fato de formarem enddsporos, que ddo ao
microrganismo a capacidade de sobreviver em condicdes adversas; de produzirem
metabolitos secunddrios, e de serem cosmopolitas, se apresentam como organismos
ideais para compor formulacdes (GAUTAM et al., 2019).

Lee et al. (2006) apontam que uma formulacdo a base de B. licheniformis
controlou em 90,5% Botrytis cinerea em tomate, além de otimizar o peso e tamanho dos
frutos sendo, inclusive, mais efetivo que o controle quimico (dietifencarbe e
carbendazim), que apresentou 77% de controle. Klein et al. (2016) desenvolveram uma
formulacao a base de B. subtilis, que controlou em até 73% o fungo Colletotrichum
acutatum, em citros. Gotor-Vila et al. (2019) verificaram que formulagcdes a base de B.
amyloliquefaciens controlaram em até 100% a severidade de Monilinia fructicola em
frutos de nectarinas.

Dado os resultados promissores encontrados, as formulacdes a base de Bacillus
spp. tém detido 70% das formulagdes bioldgicas no mercado, destacando-se o B.
thurungiensis no controle de pragas e insetos, assim como, B. subtilis e B.
amyloliquefaciens t€ém sido usado frequentemente no controle de doencas em plantas
(EL-BENDARY; MOHARAM, 2019; KLEIN et al., 2016; LOCATELLI et al., 2018;
GAUTAM et al., 2019).

Porém, apesar de todo conhecimento de espécies de Bacillus spp., como agentes

de biocontrole, faz-se necessdrio a busca por produtos que garantam sua eficiéncia,
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ofertando opcdes adicionais ao controle de doencas em plantas e um aumento continuo
na produc¢do de produtos biolégicos. Dados recentes mostram que o Brasil movimentou,
em termos de produtos biolégicos, R$ 464,5 milhdes em 2019, aportando um
crescimento de 70%, se comparado com o ano de 2017, onde o setor apresentou
crescimento de 17% (BRASIL, 2020).

A utilizacdo e comercializacdo destes produtos em larga escala tém sido
limitado, devido a impossibilidade de sobrevivéncia do antagonista, aplicabilidade dos
produtos sob condicdes de campo, distribui¢do e armazenamento, quando comparado
com os defensivos quimicos (LEE et al., 2006; GOTOR-VILA et al., 2019).

Além disso, alguns fatores sdo decisivos durante o processo de producdo das
formulacdes, como a selecdo de aditivos, adjuvantes, condicdes de armazenamento e
veiculos de transporte, de modo que atendam prontamente o antagonista e as demandas
de eficiéncia de controle (KLEIN et al. 2016; LOCATELLI et al. 2018; JAYARAJ et
al., 2005; ZHANG et al. 2003).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Desenvolver formulagdes a base de Bacillus spp. a serem aplicadas em mudas de
tangerina ‘Dancy’, inoculadas artificialmente, para o controle de mancha marrom de

alternaria.

3.2 Especifico

* Avaliar a adicdo de compostos nitrogenados e elementos tracos sobre a
atividade antagdnica de Bacillus spp. a Alternaria alternata;

* Avaliar a combinacdo de um composto nitrogenado e de um elemento traco
sobre a atividade antagdnica de Bacillus spp. a Alternaria alternata,

* Desenvolver formulacdes a base de Bacillus spp., com diferentes veiculos de
transportes;

* Avaliar a vida de prateleira das formulagdes a base de Bacillus spp.

* Avaliar o efeito das formulacdes a base de Bacillus spp. no crescimento

micelial e na germinacao de conidios de Alternaria alternata;
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* Avaliar a eficiéncia das formulacdes a base de Bacillus spp., no controle da

mancha marrom de alternaria.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos

Os isolados bacterianos B. subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08) e
o isolado monosporico de A. alternata utilizados neste estudo pertencem a colecdo de
Microrganismo do Laboratério de Fitopatologia e Controle Biolégico do Centro
Avancgado de Pesquisa de Citros Sylvio Moreira/IAC, localizado no municipio de

Cordeir6polis/SP.

4.2 Efeito de compostos nitrogenados e elementos tracos na atividade

antagonica de Bacillus spp.

Foram utilizados como compostos nitrogenados, ureia, sulfato de amonio
((NH4)2S0Oy4) e nitrato de amonio (NH4NOs3), nas concentragdes de 0%, 0,02%, 0,1% e
0,5% (v/v). Os elementos tracos testados foram acido bérico (Hz;BQOy), sulfato de cobre
(CuS04.5H,0), sulfato de manganés (MnSO4.H,0), cloreto de cobalto (CoCl,.12H,0) e
molibdato de amonio (HsMo07NgO,4), nas concentragdes finais de OmM, 0,05mM,
0,2mM e 1mM.

Seguindo a metodologia proposta por Wiyono et al. (2008), colonias de Bacillus
spp. contendo (1 x 107 células/mL) foram cultivadas em 50 mL de batata-dextrose (BD),
juntamente com 0s respectivos compostos nitrogenados ou, elementos tragos e as
culturas foram incubadas a 25°C, durante 72 horas e, posteriormente, centrifugadas a
4000g por 20 min.

O pH dos sobrenadantes obtidos foram ajustados a 6,5 com solucdes de HCI e
NaOH (ImM) e filtrados em membrana de celulose estéril (poro com tamanho de 0,22
um). Os filtrados da cultura (2mL) foram adicionados a Erlenmeyers contendo 18 mL
de caldo de batata-dextrose (BD) juntamente com um disco (0,7 cm) de A. alternata,

obtido de colonias ativas do fungo.
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A testemunha foi composta por um tratamento com BD + A. alternata (sem
antagonista e sem aditivo). Apds o cultivo por 48 horas, a massa micelial foi retirada e
adicionada sobre um papel de filtro estéril (9 cm de diametro) e pesada, apds secagem
em estufa a 120°C por 12 horas, adaptagao da metodologia descrita por Wiyono et al.
(2008).

Com base nos resultados obtidos a partir dos ensaios de compostos nitrogenados
e elementos tracos, foram selecionados quatro aditivos, sendo NH4NO3 (0,02%) e
MnSO4.H,O (ImM) para ACB-01 e, (NH4),SO4 (0,1%) e CoCl,.12H,0 (0,2mM) para o
ACB-08. Estes aditivos foram avaliados quanto ao seu efeito direto (sem bactéria),
assim como, a combina¢do dos aditivos, considerando cada isolado de Bacillus spp.,
para o crescimento micelial de A. alternata. Tais ensaios seguiram a metodologia
supracitada.

Foi utilizado um delineamento em esquema fatorial para cada ensaio: para o
efeito do composto nitrogenado na atividade antagdnica, utilizou-se o esquema 2
(Bacillus) x 3 (compostos nitrogenados) x 4 (concentracdes) enquanto que, para Os
elementos tracos seguiu o esquema 2 (Bacillus) x 5 (elementos tragos) x 4
(concentragdes), ambos com trés repeti¢des. Realizou-se ainda uma andlise de regressao
para a interagcdo entre 0 ACB-08 + CuS0O4.5H,0 e suas concentragdes, uma vez que a
concentracdo de 1mM deste elemento favoreceu o crescimento da A. alternata. Para
andlise estatistica utilizou-se a média do tratamento testemunha (BD + A. alternata)
para calcular a porcentagem de inibicdo do peso seco micelial, referente a cada
repeti¢do dentro de cada tratamento. Para o efeito direto (sem bactéria) e combinagdo
(com bactéria) dos melhores aditivos no crescimento do fungo foi utilizado um
delineamento inteiramente casualisado com cinco repeticdes. As médias de todos os

ensaios foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.3 Formulacoes e vida de prateleira

Os isolados de Bacillus spp. foram cultivados em meio BD, suplementado com
os melhores aditivos (MnSO4.H,O (ImM) para o ACB-01 e CoCl,.12H,0 (0,2mM) para
o ACB-08), sob agitacdo constante a 25°C, por 48h. Posteriormente, suspensdes do
caldo bacteriano contendo 5 x 10® células/mL foram adicionada nas formulacoes.

A confec¢do das formulacdes obedeceu ao seguinte procedimento: 43,6% de

caldo bacteriano (suplementado com MnSO4.H,O (ImM) para o ACB-01 e
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CoCl,.12H,0 (0,2mM) para o ACB-08), 34,9% do veiculo de transporte (amido de
milho, caulim ou talco), 17,3% de glicerol, 3,4% de monolaurato de polietilenoglicol
sorbitano (Twenn-20) e 0,8% de carboximetilcelulose, metodologia adaptada de Jayaraj
et al. (2005). Posteriormente, as formulacdes foram acondicionadas em sacos de
polietileno, previamente esterilizados, e armazenadas em condi¢des de ambiente
controlado a 22 + 2 e 4°C por seis meses, seguindo a metodologia adaptada de Gotor-
Vila et al. (2017).

A avaliacd@o da sobrevivéncia dos isolados de Bacillus spp. foi realizada nas duas
condi¢des de armazenamento, apds 2, 3, 4, 5 e 6 meses de armazenamento, seguindo a
metodologia de Locatelli et al. (2018), de modo que, 1 g do produto formulado foi
dissolvido em 9 mL de dgua destilada e esterilizada, e em seguida, diluidas em séries até
10 em solugdo salina (0,9 g NaCl/L de dgua destilada). Posteriormente, aliquotas (0,1
mL) de cada dilui¢do foram plaqueadas em meio BDA (batata-dextrose-dgar) e as
culturas incubadas em estufa para BOD a 27°C, por 48h. A sobrevivéncia da bactéria foi
avaliada pela determinacdo das unidades formadoras de colOnias e, sua densidade

populacional expressa em UFC/g .

4.4 Eficiéncia das formulacoes no crescimento micelial de Alfernaria

alternata

Ap6s dois meses de armazenamento, concentragdes das formulagdes (0; 0,5; 2,5;
5 e 10%), ap6s armazenamento a 22°C, foram transferidas para meio BDA fundente e
vertidos para placas de Petri. Para tal, 1 g do formulado + 9mL de 4gua destilada e
esterilizada foi considerada como 100% e a partir dai realizados os célculos das demais
concentracdes. Apds a solidificacdo do meio, um disco (0,7cm) contendo BDA + A.
alternata (7 dias de idade) foi depositado no centro de cada placa. Em seguida, as
culturas foram incubadas em estufa para BOD, com fotoperiodo de 12h a 27°C, por 7
dias. A avaliagdo consistiu na medicao do diametro médio da colonia do fungo, em dois
sentidos perpendiculares, determinando-se a porcentagem de inibicdo da coldnia do
fitopatégeno, em relagdo ao tratamento testemunha.

Foi utilizado um delineamento em esquema fatorial 2 (Bacillus) x 3 (veiculos de
transporte) x 5 (concentragdes), com cinco repeti¢des. A comparagdo de médias foi feita

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.5 Efeito das formulacées na germinacdo dos conidios de Alfernaria

alternata

Para esse ensaio, foram testadas diferentes concentragdes (0; 0,1; 0,5; 1;2,5; 5 e
10%,) das formulacdes, quanto ao seu efeito na germinacao de conidios de A. Alternata.

Fracdes de 10 pL. do formulado, conforme a concentracdo utilizada, juntamente
com 10 pL de suspensdo de esporos de A. Alternata (1 x 10° conidios/mL) foram
depositadas, simultaneamente, em dreas previamente demarcadas de laminas de
microscopia, contendo meio dgar-dgua. Para o tratamento testemunha foi depositado
gotas de dgua destilada e esterilizada no lugar das formulacdes. Em seguida, as culturas
foram incubadas em estufa para BOD, com fotoperiodo de 12h, a 27°C, por 14 horas.
Posteriormente, foi adicionado 10 pLL de azul lactico, a fim de suspender a germinagao.
Foi realizada a avaliacdo através da contagem de esporos germinados e ndo germinados,
em um total de 100 conidios ao acaso, efetuando-se o calculo da porcentagem de
germinacdo. Considerando germinado o conidio cujo tamanho do tubo germinativo era
maior ou igual a largura do conidio, metodologia descrita por Kupper et al. (2009).

Paralelamente foi avaliado, também, o efeito direto dos aditivos (MnSO4.H,0O
(ImM) e CoCl,.12H,0 (0,2 mM)) e dos adjuvantes (glicerol (17,3%) e Twenn-20
(3,4%)) na germinacdo de conidios de A. alternata.

Foi utilizado um delineamento em esquema fatorial 2 (Bacillus) x 3 (veiculos de
transporte) x 7 (concentragdes), com oito repeti¢des. Para o efeito direto dos melhores
aditivos e adjuvantes foi utilizado um delineamento inteiramente casualisado com oito
repeticoes. Para ambos os ensaios as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

4.6 Eficiéncia das formulacées a base de Bacillus spp. no controle da

mancha marrom de alternaria

Para esse ensaio, foram utilizadas mudas de tangerina ‘Dancy’ (Citrus reticulata
Blanco) enxertadas sobre limido Cravo (Citrus limonia Osbeck) com 18 meses de idade,
cultivadas previamente em sacos de 2,5 litros contendo o substrato Multiplant Citrus®.

Antes de cada ensaio de controle in vivo, as mudas foram podadas previamente,
com o objetivo de forcar a brotacdo e obtengdo de tecidos jovens, para aplicagdo dos

tratamentos e inoculag@o.
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O inéculo da A. alternaria foi produzido a partir do cultivo do patégeno em
meio BDA, sob condicdes de incubagdo a 27°C, fotoperiodo de 12h, por um periodo de
7 a 14 dias. Posteriormente, 10mL de dgua destilada e esterilizada foi transferido para
cada placa de Petri contendo a coldnia do fungo, a qual foi raspada suavemente com
uma lamina de microscopia estéril. A suspensdo obtida foi entdo filtrada através de duas
camadas de gazes estéreis e ajustadas a 1 x 10° conidios/ mL, com auxilio de um
hemocitometro.

De modo a manter a patogenicidade do isolado de A. alternata, folhas
destacadas de tangerina ‘Dancy’ foram inoculadas e o fungo re-isolado, purificado e
conservado em meio BDA, para posterior uso (VAN ZYL; FOURIE; SCHUTTE,
2013).

Para os ensaios de controle, mudas de tangerina ‘Dancy’ foram inoculadas com
suspensdes de A. alternata (1 x 10° conidios/mL) e, posteriormente, submetidas a
camara umida por 24 horas.

Para o tratamento das mudas, foram utilizadas as formulacdes (na concentracdo
de 10% v/v) que haviam sido armazenadas por seis meses em temperatura ambiente a
22°C #2.

Com base nos resultados apresentados anteriormente por Souza (2018), cada
isolado de Bacillus spp. utilizado no presente estudo, apresentou um maior nivel de
controle, quando aplicado 24 horas antes (ACB-08) e 24h apés (ACB-01) a inoculacdo
do fitopatégeno. Assim, as formulagdes a base de ACB-01 e ACB-08 foram
pulverizadas de forma curativa e preventiva, respectivamente. Como controle positivo
foi utilizado estrobilurina Qol (Comet®, BASF) em sua dose recomendada de
300mL/2000L de 4gua, de forma preventiva e, como controle negativo, foi aplicado
apenas agua. Foi aplicado 1mL/planta de cada um dos tratamentos.

Cada formulacdo foi aplicada, também, em mistura com meia dose de
estrobilurina (150 mL/2000L). Apds os tratamentos, as plantas foram mantidas em
condicdes de temperatura ambiente a 28° C £2 e umidade relativa de 57% %5, durante
todo o ensaio.

As avaliagdes iniciaram-se 48 horas apds a inoculagdo e se estenderam
diariamente até o quinto dia. Foi avaliado a severidade da doencga, com o auxilio de uma
escala diagramatica variando entre 0 e 9 (0-0%; 1-0,1 a 0,49%; 2-0,5 a 1%; 3-1.1 a 2%;
4-2.1 2 4%; 5-4.1 a 8%, 6-8,1 a 18%; 7-18,1 a 30%; 8-30,1 a 50% e 9-50,1 a 90,0%),

proposta por Perina et al. (2019) e adaptada para o presente estudo, a fim de se
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determinar a drea abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) proposta por
Shaner e Finney (1977). A incidéncia da doenca foi determinada pela porcentagem de
folhas doentes em cada planta.

Foi realizado o seguinte esquema fatorial: 2 (Bacillus) x 2 (veiculos de
transporte: caulim e talco) x 2 (caldas de aplicagdo, correspondente a aplicacdo isolada
das formulacdes e aplicacdo em mistura das formulagdes + estrobilurina) + 1 controle
positivo (estrobilurina) + 1 controle negativo (testemunha, sem aplica¢do), com trés
repeticoes, sendo uma planta/repeticdo. As médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade. O presente experimento foi repetido trés vezes.

S. RESULTADOS

5.1 Efeito de compostos nitrogenados e elementos tracos na atividade

antagonica de Bacillus spp.

Observa-se que, a adicdo de compostos nitrogenados, em diferentes
concentracdes, junto ao meio de cultivo dos isolados de Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-
08), apresentaram interacdes significativas entre todos os fatores analisados,
apresentando, inclusive, interagcdes duplas e triplas, quanto ao desenvolvimento micelial

de A. Alternata (Tabela 1).

Tabela 1: Andlise de Variancia do efeito de compostos nitrogenados, em diferentes
concentracdoes, na atividade antagonica de Bacillus subtilis (ACB-01) e B.
amyloliquefaciens (ACB-08), avaliado pela porcentagem de inibicdo do peso seco
micelial de Alternaria alternata.

FV GL SQ QM F
Isolados de Bacillus spp. (B) 1 258,024 258,0245 8,56%*
Composto Nitrogenado (N) 2 1008,19 504,0987 16,73%*
Concentracao (C) 3 886,451 295,4837 0,81 %%
Interaciao: B x N 2 903,909 451,9546 15,00%*
Interacao: B x C 3 1580,48 526,8276 17,48%**
Interacao: Nx C 6 1286,98 214,4972 7,12%%
Interacio: BxNx C 6 1277,10 212,8505 7,06%*
Tratamentos 23 7201,15 - -
Residuo 48 1446,51 30,1357 -
Total 71 8647,66 - -

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01) FV = fonte de variagdo; GL = grau
de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = teste F.
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Isolados de Bacillus spp. afetaram o desenvolvimento micelial da A. Alternata,
no entanto, ACB-08 foi o que apresentou a maior porcentagem (56,18%) de inibi¢dao do

peso seco micelial do fitopatdgeno, quando comparado ao ACB-01 (52,40%) (Figura 1).

Compostos Nitrogenados

[/ ACB-01
ACB-08
A 1a
b
0 10 20 30 40 50 60 70

Inibicdo da A. alternata (%)

Figura 1. Porcentagem de inibi¢do do peso seco micelial da Alternaria alternata pelo
Bacillus subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08), cultivados em meio
batata-dextrose acrescido de compostos nitrogenados. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).

A eficiéncia do antagonismo dos isolados ACB-01 e ACB-08 dependeu do tipo
do composto nitrogenado e suas concentragdes adicionado ao meio de cultivo da
bactéria. Para o isolado ACB-01, a maior inibi¢do (77%) ocorreu quando adicionou
NH4NO; (0,02%) ao meio de cultivo. A maior inibi¢do (80%) do peso micelial do
fitopatégeno foi observada quando o isolado ACB-08 foi previamente cultivado em

meio contendo (NH4)>SO4(0,1%) (Tabela 2)

Tabela 2: Efeito de compostos nitrogenados, em diferentes concentragdes, na atividade
antagonica de Bacillus subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08), avaliado
pela porcentagem de inibi¢do do peso seco micelial de Alternaria alternata.

Compostos nitrogenados

Y% ACB-01 ACB-08
Ureia (NH4)2$O4 NH4NO3 Ureia (NH4)2$O4 NH4NO3
0 54 aAo 54 aAo 54 aCa. 54 aBa 54 aBa 54 aBCa
0,02 56 bAa 41 cBa 77 aAa. 51 aBp 46 bCp 55 aBCP
0,1 55bAa  45cBp 63 aBa 50 cBp 80 aAa 62 bAa
0,5 32cBf 40 bBp 52 aCp 58 abAa 54 abBa 59 aABa
CV (%) 10,11

(CV) Coeficiente de variagdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula para linha e
maidscula para coluna, para cada Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), e letras gregas (a e B),
para o mesmo composto nitrogenado entre os Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).
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A adicdo de elementos tracos, em diferentes concentracdes, junto ao meio de
cultivo dos isolados de Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), apresentaram interacdes
significativas entre todos os fatores analisados, apresentando, inclusive, interacdes

duplas e triplas, quanto ao desenvolvimento micelial de A. alternata (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise de Variancia do efeito de elementos tracos, em diferentes
concentracdoes, na atividade antagbnica de Bacillus subtilis (ACB-01) e B.
amyloliquefaciens (ACB-08), avaliado pela porcentagem de inibicdo do peso seco
micelial de Alternaria alternata.

FV GL SQ QM F
Isolados de Bacillus spp. (B) 1 2737,42 2737,42 232,00%*
Elemento traco (E) 4 8742,22 2185,55 185,23 %**
Concentracao (C) 3 9686,55 3228,85 273,65%*
Interacao: B x E 4 6232,70 1558,17 132,06%**
Interacao: B x C 3 2313,37 771,124 65,35%*
Interacao: E x C 12 13339,3 1111,60 94,21%**
Interacio: BxE x C 12 6534,84 544,570 46,15%*
Tratamentos 39 49586.,4 - -
Residuo 80 943,933 11,7991 -
Total 119 50530,3 - -

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01) FV = fonte de variacdo; GL = grau
de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = teste F.

A adi¢do de elementos tragos, no meio de cultivo dos isolados de Bacillus spp.,
favoreceu a inibi¢do do desenvolvimento micelial de A. alternata. B. subtilis ACB-01
apresentou maior antagonismo quando comparado com B. amyloliquefaciens ACB-08,

com inibi¢des de peso micelial do fungo de 67e 58%, respectivamente (Figura 2).

Elementos Tracos

1 ACB-01
ACB-08
A b
H-a
0 20 40 60 80

Inibicdo da A. alternata (%)

Figura 2. Porcentagem de inibi¢do do peso seco micelial da Alternaria alternata pelo
Bacillus subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08), cultivados em meio
batata-dextrose acrescido de elementos tragos. Médias seguidas de mesma letra nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).
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A maior inibi¢do (98%) do peso micelial de A. alternata pelo isolado ACB-01
ocorreu quando sulfato de manganés (1mM) foi previamente acrescido ao meio de
cultivo da bactéria. Por outro lado, a maior porcentagem de inibicdo (98%) do peso
micelial do fitopatégeno pelo isolado ACB-08 ocorreu quando o mesmo foi
previamente cultivado em meio acrescido de cloreto de cobalto a 0,2mM (Tabela 4).

Observa-se, ainda que, ACB-01 cultivado com o 4cido bdrico nas menores
concentracdes (0,05 e 0,2mM) apresentou inibi¢des entre 89 e 91% do peso seco
micelial do fungo. ACB-08 em meio de cultivo contendo molibdato de amdnio na
concentracdo de 0,05mM provocou inibicio de 88% no peso seco micelial de A.

alternata (Tabela 4).

Tabela 4: Efeito de elementos tracos, em diferentes concentracdes, na atividade antagdnica de Bacillus
subtilis (ACB-01) e de B. amyloliquefaciens (ACB-08), avaliado pela porcentagem de inibicdo do peso
seco micelial de Alternaria alternata.

Elementos tracgos

mM ACB-01 ACB-08

SM SC MA AB CC SM MA AB CC

0 53aDa  53aBo  53aBa 53 aCa 53 aCoa 53aCa  53aCa 53aBa 53 aCa
0,05 73bCa 78 bAB 53 cBf 91 aAa 52cCP 69 cBa 88aAa 59dAp 77 bBa
0,2 91aBa 56cBf 72bAa 89aAa 78 bAPB 72bBB  69cBa 59dAB 98 aAa
1 98 aAa 56dBB 40eCB 72bBa 61 cBa 81 aAB 53bCa S8bAB 44 cDp

CV (%) 5,47

(CV) Coeficiente de variagdao. (SM) Sulfato de manganés - MnSO4.H,0. (SC) Sulfato de cobre - CuSO4.5H,0.
(MA) molibdato de aménio - H,;Mo07N¢O,4. (AB) Acido bérico - H;BO,. (CC) Cloreto de cobalto - CoCl,.12H,0.
Médias seguidas da mesma letra mindscula para linha e maidscula para coluna, para cada Bacillus spp. (ACB-01 e
ACB-08), e letras gregas (o e 3), para 0 mesmo composto nitrogenado entre os Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08),
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).

Os dados relacionados ao efeito do elemento traco CuSO4.5H,0 na atividade
antagdnica de B. amyloliquefaciens ACB-08 a A. alternata encontram-se apresentados
na Figura 3.

Os resultados obtidos se ajustaram melhor ao modelo quadritico, com a
otimizacdo da eficiéncia do antagonismo quando a concentracdo de 0,05 mM do
elemento foi adicionada ao meio de cultivo. Nota-se que, a medida que se aumentou a
concentracdo ocorreu diminuicdo na porcentagem de inibi¢cdo do peso seco micelial de
A. alternata. Observa-se que para a concentracdo de 1 mM, o CuSO4.5H,0 além de
desfavorecer o antagonismo do ACB-08, favoreceu um maior desenvolvimento do

fungo em até 19% em relacdo a auséncia do elemento no meio (Figura 3).
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ACB-08 + CuS04.5H20
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Figura 3. Porcentagem de inibicdo do peso seco micelial de Alternaria alternata por
Bacillus amyloliquefaciens (ACB-08) cultivado em meio batata-dextrose em diferentes
concentracdes de sulfato de cobre.

Quando se observa o efeito direto dos melhores compostos (nitrogenado e
elemento trago) sobre o peso micelial do fitopatégeno sem a interferéncia da bactéria, os
aditivos (NH4)>SO4 e MnSO4.H,0 inibiram, significativamente, o desenvolvimento da
A. alternata. Inferindo-se que dentre os 98% de inibi¢ao com o ACB-01 cultivado com
MnSO4.H,O a ImM e 80% de inibicdio com o ACB-08 cultivado com (NH4),SO4 a
0,1% (Tabela 4 e 2), 30,3 e 24,2% destas inibi¢des podem ser atribuidas ao préprio
aditivo (Tabela 5).

Fato que ndo ocorre para adicio do NH4NO; na concentragdo de 0,02% e
CoCl,.12H,0 na concentragdao de 0,2Mm que ao nao diferir do tratamento testemunha
(Tabela 5), atribui os 77 e 98% de inibicao do peso seco micelial apenas ao ACB-01 e
ACB-08, respectivamente (Tabela2 e 4) .
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Tabela 5: Porcentagem de inibicdo do peso seco micelial da Alternaria alternata, apos

cultivo do fungo em meio batata-dextrose acrescido de diferentes aditivos.

Aditivos Peso seco micelial (g) Inibicao (%)
Testemunha 0,0330 A -
NH4NO3 (0,02%) 0,0396 A 0,00 A
(NH4)>S04(0,1%) 0,0233 B 30,3 B
MnSO4.H,0 (1ImM) 0,0248 B 242 B
CoCl,.12H,0 (0,2mM) 0,0335 A 0,00 A
CV (%) 8,33

(CV) Coeficiente de variagdo. Médias seguidas das mesmas letras para coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quando os aditivos foram combinados NH4NO; (0,02%) + MnSO4.H,O (1mM),
a atividade antagénica do ACB-01 foi menor do que quando ndao houve aditivos no
meio de cultivo. Para o ACB-08, o cultivo do antagonista em meio utilizando a
combinagdo dos aditivos (NH4),SOs 0,1%) + CoCl,.12H,O (0,2mM), apresentou a
eficiéncia de antagonismo estatisticamente similar quando ndo houve aditivos. (Tabela

6).

Tabela 6: Porcentagem de inibicao do peso seco micelial da Alternaria alternata pelos
isolados de Bacillus spp.(ACB-0le ACB-08) cultivados em meio batata-dextrose
acrescido de aditivos combinados ou sem aditivos.

Peso micelial  Inibicao

Combinacoes () (%)
Testemunha 0,0560 A -
ACBO01 - NH;NO3(0,02%) + MnSO4.H,0 (1ImM) 0,0374 B 33,21 A
ACBOS - Sem aditivos 0,0201 C 64,10 B
ACBO01 - Sem aditivos 0,0176 C 68,57 B
ACBO08 - (NH4),S04(0,1%) + CoCl,.12H,0 (0,2mM) 0,0161 C 71,25 B
CV (%) 9,6

(CV) Coeficiente de variagdo. Médias seguidas pelas mesmas letras para coluna nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Frente o exposto foram selecionados dois elementos tracos para compor as
formulacdes: MnSO4.H,0 (1mM) para o ACB-01 e CoCl,.12H,0 (0,2mM) para o ACB-
08.

5.2 Formulacoes e vida de prateleira

Apés dois meses de vida de prateleira, as formulagdes a base de Bacillus spp
(ACB-01 ou ACB-08) contendo amido como veiculo de transporte e, independente da

temperatura de armazenamento, apresentaram segregacdo entre os ingredientes,
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dificultando seu processo de homogeneizacido, conforme ilustrado na Figura 4. Esta
caracteristica foi o suficiente para inviabilizar a aplicacdo destas formulagdes nos

ensaios de controle da mancha marrom de alternaria.

Figura 4. Formulacdes a base de Bacillus subtilis (ACB-01) em diferentes veiculos de
transporte. Amido (A), talco (B) e caulim (C). Apds dois meses de armazenamento a
22°C. Fonte: Autor, 2019.

As formulacdes a base de ACB-01 e armazenadas a 22°C aumentaram sua
viabilidade a partir do segundo més. Destacando-se a formulagdo tendo caulim como
veiculo de transporte que além de aumentar, manteve sua sobrevivéncia (10" UFC/g)
até o sexto més avaliado (Figura 5).

Todas as formulagcdes a base do ACB-08 armazenadas a 4°C perderam sua
viabilidade desde o segundo més até o sexto més avaliado (10* UFC/g). Para as
formulacdes a base do ACB-01 armazenadas a 4°C, esta perda foi observada apenas
quando se utilizou o amido de milho como veiculo de transporte, a partir do terceiro
més (Figura 5).

De maneira geral, pode-se observar que as formulagdes a base de ACB-01 e
ACB-08 armazenadas a 22°C mantiveram e aumentaram a sua viabilidade até o sexto
més de armazenamento. Para o ACB-08 a temperatura de 4°C ndo favoreceu a

sobrevivéncia da bactéria, independente do veiculo de transporte (Figura 5).
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Figura 5. Sobrevivéncia de isolados de Bacillus spp., em diferentes veiculos de transporte e
diferentes temperaturas (22 e 4°C), avaliada através da unidade formadora de colonia da
bactéria por grama da formulagao (UFC/g), durante seis meses de armazenamento.
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5.3 Eficiéncia das formulacoes no crescimento micelial de Alternaria

alternata

Pelos dados estatisticos apresentados na Tabela 7, verifica-se que, houve interacao
significativa para todos os fatores isolados e nas interacdes duplas e triplas, no estudo

sobre o efeito das formulacdes no crescimento micelial da A. Alternata.

Tabela 7: Anélise de Variancia do efeito de formulagdes, a base de Bacillus spp. com
diferentes veiculos de transporte e concentracdes, no crescimento micelial de Alternaria
alternata, ap6s armazenamento a 22 °C por 2 meses.

FV GL SQ QM F
Isolados de Bacillus spp. (B) 1 908,62581 908,62581 1842,07**
Veiculo de Transporte (V) 2 132,96155 66,480776 134,78**
Concentracoes (C) 4 134741,79 33685,449 68290,87**
Interacao: Bx 'V 2 262,84465 131,42232 266,43%*
Interacao: B x C 4 403,26455 100,81613 204,39*%*
Interacao: Vx C 8 207,92542 25,990677 52,69%*
Interacdao: Bx VxC 8 282,83567 35,354459 71,67**
Tratamentos 29 136940,25 - -
Residuo 120 59,191720 0,4932643 -
Total 149  136999,44 - -

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01) FV = fonte de varia¢do; GL = grau
de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = teste F.

Todas as formulacdes a base de ACB-01 e ACB-08, tendo como veiculo de
transporte o amido, caulim e talco, em todas as concentragdes testadas, diminuiram o
crescimento micelial do fitopatégeno, quando comparado ao tratamento testemunha.
Porém, quando se avalia o desempenho de cada isolado bacteriano individualmente,
nota-se que as formulacdes a base de B. subtilis ACB-01 foram as que mais inibiram o

desenvolvimento de A. alternata. (Figura 6 e Tabela 8).

Figura 6. Efeito das formulacdes a base de B. subtilis ACB-01 (2,5%) no crescimento
micelial de Alternaria alternata. Formulagdes constituidas de (A) amido, (B) caulim,
(O) talco e (D) testemunha. Fonte: Autor, 2019.
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Foi observado, também, que as formulagdes a base de ACB-01, tendo o talco
como veiculo de transporte em concentragdes acima de 5%, permitiram um pequeno
aumento no desenvolvimento da coldnia do fungo, porém, continuam diferindo, do
tratamento testemunha (Tabela 8).

Para o isolado ACB-08, concentragdes acima de 2,5% e 5% de caulim e amido,
respectivamente diminuiram a inibi¢do do tamanho da col6nia de A. alternata.
Formulagdes da bactéria contendo talco com veiculo de transporte em concentragdes
que variam de 0,5 a 10% inibiram, significativamente, o desenvolvimento do

fitopatégeno (Tabela 8).

Tabela 8: Eficiéncia das formulacdes a base de isolados de Bacillus spp., em diferentes
veiculos de transporte e concentragdes, na porcentagem de inibi¢do do tamanho da coldnia
de Alternaria alternata.

ACB-01 ACB-08
% de inibicao da colonia % de inibicao da colonia

Formulacado Amido Caulim Talco Amido Caulim Talco

0 0 aBa 0 aBa 0 aCa 0 aDa 0 aCa 0 aBa

0,5 100 aAa 100 aAa 100 aAa 89 aApB 88 aApB 97 aAP

2,5 100 aAa. 100 aAo 100 aAa 88 aAp 84 bAB 99 aAa

5 100 aAa 100 aAo. 87 bBp 84 bBp 85 bApB 99 aAa
10 100 aAa 100 aAo. 89 bAP 72 cCP 80bBB 100 aAa

CV (%) 3

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, para cada Bacillus
spp. (ACB-01 e ACB-08), e letras gregas (a e ), para concentracdo e veiculos de transporte entre
os isolados da bactéria, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).

5.4 Eficiéncia das formulacdes na germinac¢ao dos conidios de A. alternata
A adicdo das formulacdes em diferentes concentracdes apresentou interagdao

significativa entre todos os fatores isolados e entre as interagdes dupla e tripla, sobre a

germinacgdo dos conidios de Alternaria alternata (Tabela 9).
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Tabela 9: Andlise de Variancia do efeito de formulacdes, a base de Bacillus spp. com
diferentes veiculos de transporte e concentracdes, na germinacdo de Alternaria
alternata.

FV GL SQ QM F
Isolados de Bacillus spp. (B) 1 12446,50 12446,50 756,34%*
Veiculo de Transporte (V) 2 12793,41 6396,705 388,71**
Concentracoes (C) 6 90386,86 15064,47 915,43**
Interacao: BxV 2 1978,220 989,1101 60,11**
Interacao: B x C 6 3193,559 532,2599 32,34%*
Interacao: Vx C 12 5214,630 434,5525 26,41%*
Interacio: Bx VxC 12 3663,154 305,2628 18,55%*
Tratamentos 41 129676,3 - -
Residuo 294 4838,125 16,45620 -
Total 335 1345144 - -

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01) FV = fonte de variacdo; GL = grau
de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = teste F.

Todas as formulagdes afetaram a germinagdo da A. alternata, no entanto as
formulacdes a base de ACB-01 mostraram maior eficiéncia quando comparada as
formulacdes a base de ACB-08 com médias gerais de 47 e 35 % de inibi¢do dos

conidios de A. alternata, respectivamente (Figura 7).

Bacillus spp. nas formulacoes

1 ACB-01
ACB-08

721

Ha

0 10 20 30 40 50 60

Inibicdao da germinacao dos conidios de A. alternata (%)

Figura 7. Efeito das formulagdes a base de Bacillus subtilis (ACB-01) e B.
amyloliquefaciens (ACB-08) na porcentagem de inibicdo da germinacdo dos conidios
de Alternaria alternata. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0.01).

Independente do veiculo de transporte e Bacillus spp., utilizado nas formulacdes,
todos os tratamentos inibiram a germinacdo dos conidios de A. alternata, enfatizando
que, a medida que se aumentou as concentracdes dos tratamentos, maior foi sua

eficiéncia (Tabela 10).
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Dentre os isolados de Bacillus spp., houve diferencga estatistica entre os veiculos
de transporte para cada concentracio estudada, onde as formulacdes a base de ACB-01
contendo caulim e talco nas concentracdes acima de 1% apresentaram os melhores
resultados, diferindo estatisticamente do amido. Enquanto que as formulacdes a base de
ACB-08 contendo caulim ou talco, acima de 2,5%, nao diferiram entre si e
apresentaram valores de inibi¢do da germinacdo de conidios de A. alternata de 38 a
68%. A formulacdo com o isolado ACB-08, tendo o caulim como veiculo de transporte
na concentracdo de 10% apresentou o melhor resultado com 68% de inibicdo da
germinacdo (Tabela 10).

Quando se compara as formulacdes a base de cada isolado bacteriano, observa-
se que, de forma geral, o isolado ACB-01 apresentou os melhores resultados do que

ACB-08, tendo o talco e caulim como veiculos de transportes (Tabela 10).

Tabela 10: Efeito das formulagées a base de Bacillus subtilis (ACB-01) e B.
amyloliquefaciens (ACB-08), em diferentes veiculos de transporte e concentracdes, na
porcentagem de inibicao da germinacdo dos conidios de Alternaria alternata.

ACB-01 ACB-08
Inibicao dos conidios (%) Inibi¢ao dos conidios (%)

(%) Amido Caulim Talco Amido Caulim Talco

0 - - - - - -
0,1 20 cDa 58aBa 49 bCa 5 bER 29aDB 30 aCP
0,5 24cDa  62aABa 53 bCa 25bDa 32aDB 31 aCp

1 35bCa 64aAo0 62 aBa 32bCa 39aCB 32 bCp
2,5 39 bCa 65 aAa 64 aBa 36 aCa 38aCB 41 aBp

5 55bBa 66 aAa 72 aAa 42bBp  58aBp 54 aAp
10 61 bAa  69aAa 72 aAa 49 cAB  68aAa 57 bAP

CV (%) 7,76

(CV) Coeficiente de variagdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula para linha e
maiudscula para coluna, para cada Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), e letras gregas (a e ), para
formulagd@o e veiculo de transporte entre os Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p <0.01).

Todas as formulacdes e independente da concentracdo, além de afetarem a

germinacdo, causaram deformacdes morfoldgicas nos conidios de A. alternata (Figura
8).
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Figura 8. Efeito das formulacdes na morfologia dos conidios de Alternaria alternata.
(A) Testemunha; (B) ACB-08 + amido a 2,5%; (C) ACB-08 + talco a 10%; (D) ACB-
01 + caulim a 0,5%; (E) ACB-01 + talco a 10%; (F) ACB-01 + talco a 5%; (G) ACB-01
+ caulim a 2,5%; (H) Tween-20 a 3,8%. Visualizagdo em microscopio Optico
posicionado na objetiva de 10x. Fonte: Autor, 2019.

Os aditivos e adjuvantes utilizados nas formulagdes apresentaram potencial de
inibi¢do na germinagdo dos conidios de A. alternata. Enfatizando o MnSO4.H,O que
apesar de nao ter diferido estatisticamente do glicerol, apresentou a maior porcentagem
de inibi¢do com 19,5% (Tabela 11). Para este caso, ndo foram observadas deformacdes

morfoldgicas dos conidios.

Tabela 11: Efeito de aditivos e adjuvantes na geminacdo de conidios de Alternaria
alternata.

Aditivos e Adjuvantes Conidios germinados Inibicio (%)
Testemunha 87 A -
MnSO04.H,0 (1ImM) 70 C 195 A
CoCl,.12H,0 (0,2mM) 75 B 13,7B
Glicerol (17,3%) 72 CB 17,2 AB
Tween-20 (3,8%) 75 B 13,7B
CV (%) 5,29

Coeficiente de variacdo (CV). Médias seguidas da mesma letra para coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).

5.5 Eficiéncia das formulacdes a base de Bacillus spp. no controle da mancha

marrom de alternaria

Os dados de avaliacdo da severidade da mancha marrom de alternaria em mudas

de tangerina ‘Dancy’, apds inoculacdo com A. alternata e tratadas com as diferentes
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formulacdes a base de Bacillus spp., combinadas ou nao com o produto quimico

(estrobilurina) encontram-se nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12: Andlise de Variancia para o efeito das formulacdes a base de Bacillus
subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08), em diferentes veiculos de
transporte e, dois tipos de calda (mistura, ou ndo, das formulacdes com estrobilurina),
avaliado pela Area Abaixo da Curva de Progressio da Doenca (AACPD).

FV GL SQ QM F
Isolados de Bacillus spp. (B) 1 0,0452 0,0452 0,17ns
Veiculo de Transporte (V) 1 0,1739 0,1739 0,66ns
Calda (C) 1 5,2916 5,2916 19,97%**
Interacao Bx V 1 0,0002 0,0002 0,00ns
Interacido B x C 1 7,7740 7,7740 29,34ns
Interacao V x C 1 0,1437 0,1437 0,54ns
Interaciao Bx Vx C 1 8,2240 8,2240 31,03**
Fatorial 7 21,652 3,0932 11,67**
Adicional x Fatorial 1 75,493 75,493 284,89%**
Adicional 1 33,197 33,197 125,28%%*
Tratamentos 9 130,34 14,482 54,65%*
Residuo 20 5,2999 0,2649 -
Total 29 135,64 - -

** significativo e ndo significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01); ns ndo
significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.05); FV = fonte de variacdo; GL = grau de
liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F = teste F.

As plantas tratadas com formulacdo a base de B. subtilis ACB-01, tendo como
veiculo de transporte o caulim, apresentaram os menores tamanhos de lesdes da doenga,
diferindo, estatisticamente da formulacdo a base do isolado mais o talco (Tabela 13).

Considerando a formulacdo a base de B. amyloliquefaciens ACB-08, as menores
lesdes da mancha marrom de alternaria foram obtidas quando o microrganismo teve o
talco como veiculo de transporte. (Tabela 13).

Essas duas formulagdes (ACB-01 + caulim e ACB-08 + talco) aplicadas
sozinhas em mudas de tangerina ‘Dancy’ para controle da doenga nao diferiram das
aplicacdes das formulagdes combinadas com o fungicida (estrobilurina), quando se

avaliou a severidade da doenca (Tabela 13).
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Tabela 13: Efeito das formulagdes a base de Bacillus subtilis (ACB-01) e B.
amyloliquefaciens (ACB-08), combinadas ou ndo com estrobilurina, apds aplicagao em
mudas de tangerina ‘Dancy’, para o controle da mancha marrom de alternaria, avaliado por
meio da drea abaixo da curva de progressao da doenca (AACPD).

AACPD

Tratamentos ACB-01 ACB-08

Caulim Talco Caulim Talco
Formulagdes 2,36 bAB 3,88 aAa 4,58 aAa 1,49 bAP
Formulagdes + Qol 3,52 aAa 2,39 aBo. 3,39 aAa 2,33 aAo.

Controle da MMA em relacio a testemunha sem aplicacio (%)

Tratamentos ACB-01 ACB-08

Caulim Talco Caulim Talco
Formulagdes 75 aAa 58 bAB 51 bAPB 84 aAa
Formulagdes + Qol 62 aAa 74 aBa 63 aAa 75 aAa
CV (%) 13,58

(CV) Coeficiente de variacdo. (Formulacdes + Qol), formulacdes e estrobilurina em uma mesma
calda de aplicagdao. Médias seguidas da mesma letra mindscula para linha e maidscula para coluna,
para cada Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), e letras gregas (a e ), para formulacio e veiculo
entre os Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p <
0.01).

Os dados de incidéncia da doenca, avaliada por meio da porcentagem de folhas
doentes em mudas de tangerina ‘Dancy’, apds inoculacdo com A. alternata e tratadas
com as diferentes formulacdes, combinadas, ou ndo, com estrobilurina, encontram-se

nas Tabelas 14 e 15.

Tabela 14: Andlise de Variancia para o efeito das formulacdes a base de Bacillus
subtilis (ACB-01) e B. amyloliquefaciens (ACB-08) em diferentes veiculos de
transporte e dois tipos de calda (mistura, ou ndo, das formulagdes com estrobilurina),
avaliado pela incidéncia de folhas doentes (%).

FV GL SQ QM F
Isolados de Bacillus spp. (B) 1 0,3534 0,3534 0,03ns
Veiculo de Transporte (V) 1 73,162 73,162 5,25%
Calda (C) 1 267,99 267,99 19,22%*
Interacao B x V 1 386,29 386,29 27,71%*
Interacio B x C 1 697,55 697,55 50,03%*
Interacao V x C 1 28,214 28,214 2,02ns
Interacio Bx Vx C 1 112,18 112,18 8,05%*
Fatorial 7 1565,7 223,68 16,04%**
Adicional x Fatorial 1 6342.4 6342.4 454,92%%*
Adicional 1 525,08 525,08 37,66%*
Tratamentos 9 8433,2 937,02 67,21%*
Residuo 20 278,83 13,941 -
Total 29 8712,1 - -

*, ** significativo ao nivel de 5 e 1% de probabilidade (p < 0.01), ns ndo significativo ao nivel
de 1% de probabilidade (p < 0.05); FV = fonte de variacdo; GL = grau de liberdade; SQ = soma
de quadrados; QM = quadrado médio; F = teste
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As plantas tratadas com formulacdo a base de B. subtilis ACB-01, tendo como
veiculo de transporte o caulim, apresentaram as menores porcentagens de folhas
doentes, diferindo, estatisticamente da formulacdo a base do isolado mais o talco
(Tabela 15).

A formulacdo a base de B. amyloliquefaciens ACB-08, contendo o talco como
veiculo de transporte, apresentou as menores porcentagens de folhas doentes, quando
comparado com ACB-08 tendo o caulim como veiculo de transporte ou com ACB-01
com talco (Tabela 15).

A formulacdo a base de ACB-01 + caulim aplicada sozinha nao diferiu,
significativamente, da aplicacio combinada com fungicida. No entanto, a formulagdo
ACB-08 + talco aplicada sozinha nas mudas de Tangerina ‘Dancy’ proporcionou,
significativamente, um maior controle da doenca quando comparada com a combinacgao

da formulagao + estrobilurina (Tabela 15).

Tabela 15: Efeito das formulacdes a base de Bacillus subtilis (ACB-01) e B.
amyloliquefaciens (ACB-08), combinadas ou ndo com estrobilurina, apds aplicagdo em
mudas de tangerina ‘Dancy’ para o controle da mancha marrom de alternaria, avaliado
pela porcentagem de folhas doentes (%).

Porcentagem de folhas doentes

Tratamentos ACB-01 ACB-08
Caulim Talco Caulim Talco
Formulagdes 27,50 bAa 38,09 aAa 34,34 aBa 14,72 bBp
Formulagdes + Qol 29,46 aAPB 27,07 aBa 43,70 aAa 28,39 bAa
CV (%) 9,90

(CV) Coeficiente de variagdo. (Formulacdes + Qol), formulacdes e estrobilurina em uma
mesma calda de aplicagdo. Médias seguidas da mesma letra mindscula para linha e maitdscula
para coluna, para cada a Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), e letras gregas (o e P), para
formulacdo e veiculo entre os Bacillus spp. (ACB-01 e ACB-08), ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Todas as formulagdes testadas, independentes se foram, ou ndo, combinadas
com estrobilurina, foram mais eficientes no controle da doenca do que quando as
plantas foram pulverizadas com o tratamento quimico, indicado comercialmente para no

controle da doenga (Tabela 16).
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Tabela 16: Efeito de tratamentos adicionais (4gua ou estrobilurina) aplicados em mudas
de tangerina ‘Dancy’ enxertadas sobre limao Cravo no controle da mancha marrom de
alternaria (MMA). Avaliado pela drea abaixo da curva de progressio da doenca
(AACPD) e pela porcentagem de folhas doentes.

Controle da MMA em
Tratamentos adicionais AACPD relacio a testemunha (%)
Testemunha 9,31 A -
Estrobilurina (Qol) 4,61 B 50,48
CV (%) 13,58
Tratamentos adicionais Porcentagem de folhas doentes (%)
Testemunha 76,11 A
Estrobilurina (Qol) 57,40 B
CV (%) 9,90

(CV) Coeficiente de variacdo. (MMA) mancha marrom de alternaria. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0.01).

Independente do antagonista, as formulagdes utilizando caulim, como veiculo de
transporte, apresentaram residuos sobre a superficie das folhas que se mantiveram até o

ultimo dia de avaliacao (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito das formulagdes aplicadas de forma isoladas para o controle da mancha marrom de alternaria em mudas de tangerina ‘Dancy’
enxertadas sobre limdo Cravo. 72 horas apds a inoculacdo da Alternaria alternata. (A) Testemunha; (B) ACB-01 + caulim; (C) ACB-08 + talco.
Tratamentos aplicados de forma isolada. Fonte: Autor, 2019.
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6. DISCUSSOES

Buscando otimizar o desempenho dos agentes de controle bioldgico e, pensando
na formulacdo futura de um bioproduto, a adi¢do de aditivos em meio de cultivo do
antagonista poderd proporcionar uma vantagem competitiva ou, uma inibi¢ao direta do
patégeno, quando na interacdo entre oS microrganismos, como, também, favorecer a
elicitacdo da resisténcia sistémica no tecido do hospedeiro, por meio de suas células ou,
de metabolitos produzidos (LOCATELLI et al. 2018; GRAMISCI et al., 2018).

A fisiologia do microrganismo, a forma como o aditivo estd disponivel e sua
dosagem, sdo fatores preponderantes a serem considerados na confec¢do de formulacdes
biologicas (ZHANG et al. 2003). Diante do exposto, o presente estudo mostrou que,
com exce¢do do sulfato de cobre (1mM) para B. amyloquifaciens-ACB-08, a maioria
dos aditivos utilizados favoreceu o antagonismo dos isolados bacterianos, afetando o
desenvolvimento micelial de A. alternata. E pertinente mencionar que cada antagonista
apresentou uma resposta diferente para um mesmo aditivo e concentracdo. Esta resposta
pode ser justificada pela diferenga na fisiologia do isolado, como relatado acima pelos
autores.

Estudos t€m evidenciado a eficiéncia de compostos nitrogenados como aditivos
em formulagdes biologicas. KLEIN et al. (2016) encontraram resultados positivos para
o controle da podriddo floral em citros (Colletotrichum acutatum), quando as
formulacdes a base de Bacillus subtilis foram otimizadas utilizando ureia (0,02%),
como aditivo. Por outro lado, Wiyono et al. (2008) ao estudarem o desenvolvimento de
uma formulacdo a base de Pseudomonas fluorescens, verificaram que os compostos
nitrogenados, como ureia, sulfato de amdénio e nitrato de amodnio, adicionadas em meio
de cultivo da bactéria, reduziram o potencial antagénico do microrganismo e
favoreceram o crescimento de Pythium ultimum. Esses estudos mostram a importancia
quanto a selecdo prévia dos aditivos antes do desenvolvimento de uma formulagao.

A adicdo de elementos tragos ao meio de cultivo dos isolados de Bacillus spp.
potencializou o antagonismo, diminuindo o desenvolvimento micelial de A. alternata. O
resultado do respectivo estudo corrobora com Wiyono et al. (2008), de acordo com o0s
autores, a adicdo de MnSO4.H;0, ZnSO4 e H3BOs no cultivo de P. fluorescens,
potencializou a producdo de metabdlitos pela bactéria e a atividade de biocontrole

contra P. ultimum. Os resultados apresentados neste trabalho mostraram, ainda, o efeito
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direto do MnSO4.H,O (na auséncia da bactéria) e da combina¢ao dos melhores aditivos
no cultivo da bactéria sobre a diminui¢do do peso micelial do fungo (Tabela 5 e 6).

Os aditivos a base de MnSO4.H,O e H;BO; tém sido utilizados na citricultura
como importantes fontes nutricionais, aplicadas, principalmente, via fertilizantes
foliares (SANTOS et al., 1999; MATTOS et al., 2017). Consta, ainda, nos resultados
obtidos por Wiyono et al. (2009), que apesar de ambos os elementos tracos
potencializarem a atividade antagbnica da P. fluorescens apenas o MnSO4.H,O
apresentou aumento na altura e massa seca em mudas de beterrabas, atuando como
promotor de crescimento.

Pelos dados apresentados no estudo, o CuSO4.5H,0 (1mM), como aditivo para
B. amyloliquefacies-ACB-08, desfavoreceu o antagonismo da bactéria e propiciou um
maior desenvolvimento do fitopatégeno (Figura 3). Alguns autores sugerem que o
tamanho e a morfologia de particulas de cobre, seu estado de oxidacdo e estabilidade,
sob condicOes ambientais, solubilidade e liberagdo de ions desempenham papeis
fundamentais na atividade antifingica (VAN-ZYL et al. 2013; HERMIDA-MONTERO
et al. 2019).

Apesar dos resultados satisfatérios obtidos com os compostos nitrogenados,
nenhum deles foi utilizado para compor as formula¢des, uma vez que, os elementos
tracos foram os que apresentaram, de forma geral, um maior aporte na atividade
antagdnica dos Bacillus spp., inibindo em até 98% o peso seco micelial de A. alternata
(Tabela 2 e 4). Além do que ao projetar a confeccdo das formulagdes em grandes
quantidades, o custo empregado com a utilizacdo dos compostos nitrogenados tenderia a
ser maior se comparado com o elemento traco, em func¢do da quantidade de gramas dos
aditivos por quilograma da formulagao.

A temperatura de armazenamento € o principal fator abiético envolvido na vida
de prateleira da formulacdo e um importante gargalo para a consolidacdo das
formulacdes bioldgicas no mercado. Considerando que muitas vezes a comercializagdo
dos produtos bioldgicos seguem os mesmos tramites de um produto quimico, €
importante que tais produtos se mantenham estaveis e eficazes nas mesmas condi¢des
de armazenamento (GOTOR-VILA et al., 2019).

Historicamente tem se recomendado o armazenamento de produtos biolégicos a
baixas temperaturas, de modo a manter os microrganismos com baixas atividades
metabolicas. No entanto, no presente estudo observa-se que, independente do veiculo de

transporte, todas as formulacdes a base de B. amyliliquefacies-ACB-08 perderam sua
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viabilidade quando foi armazenada a 4°C, o que nao ocorreu com as formulacdes a base
de B. subtilis-ACB-01, tendo o talco e caulim como veiculos de transporte. Tal fato
talvez possa ser atribuido a diferenca fisiologicas dos microrganismos, somado ou nao,
aos aditivos e/ou adjuvantes presentes nas formulacdes. Sabuquillo et al (2010), ao
desenvolverem uma formulagao a base de Penicillium oxalicum, verificaram uma perda
de viabilidade da mesma, em funcdo da mistura entre peptona, glicerol e metilcelulose
na composic¢ao do formulado.

Por outro lado, Gotor-Vila et al. (2017) observaram que formulacdes a base de
B. amyloliquefaciens apds 15 meses de armazenamento a temperaturas de 4 e 22°C,
permaneceram estiveis quanto 2 viabilidade (4,3 x 10® UFC). No entanto, diferente do
proposto no respectivo estudo, as formulacdes desenvolvidas pelos autores foram secas
por pulverizacdo em leito fluidizado e previamente preparadas com enddsporos do
antagonista, o que permite maior estabilidade sob condicdes adversas.

Os resultados encontrados neste estudo podem ser mais um atrativo para as
formulacdes a base de ACB-01 e ACB-08, pois ao se dispensar condi¢des refrigeradas
de armazenamento, além de diminui¢do dos custos, viabilizaria o armazenamento dos
produtos em condi¢des mais acessiveis para o produtor (GOTOR-VILA et al., 2019;
YANEZ-MENDIZABAL et al. 2012b). Alguns autores tém correlacionado ainda o
talco e caulim com a estabilidade e aumento da viabilidade de microrganismos
(LARENA; CAL; MELGAREIJO, 2006; KINAY; YILDIZ, 2008; KLEIN et al. 2016;
BORA et al., 2004).

O amido de milho tem sido amplamente utilizado na formulacdo de produtos
bioldgicos como veiculo de transporte, protetores € aporte nutritivo para o antagonista
(HALLMAN et al., 2019). Este aporte nutritivo parece ter sido decisivo no aumento da
viabilidade apenas para as formulacdes armazenadas a 22°C. No entanto, apds seis
meses de armazenamento independente da temperatura, todas as formulacdes utilizando
o amido, como veiculo de transporte, apresentaram contaminagdo, 0 que nao aconteceu
para o caulim e talco. Por ser um veiculo de transporte orgéanico e ter considerdvel teor
de nutrientes, o amido de milho pode suportar além dos isolados bacterianos o
crescimento de contaminantes (SAHARAN et al., 2010).

As formulacdes a base de B. amyloliquefaciens ACB-08, independente do
veiculo de transporte e de B. subtilis ACB-01 com amido, quando armazenadas a 4°C,
perderam a sua viabilidade, enquanto que, os demais formulados permaneceram vidveis

em até seis meses de armazenamento. Alguns autores relataram que para uma



37

formulacao bioldgica ter eficiéncia agrondmica, € recomendado que sua viabilidade no
momento da aplicac@o seja no minimo de 1 x 10° UFC/ g e que no minimo se mantenha
vidvel por seis meses de armazenamento (KHAN et al., 2011; KINAY;YILDIZ, 2008).

Todas as formulacdes foram eficientes na inibi¢do do didmetro da coldnia de A.
alternata, observando ainda a distribuicdo das unidades formadoras de col6nias em
relacdo ao veiculo de transporte, o caulim e talco apresentaram uma distribui¢do mais
individual das coldnias, enquanto que, o amido uma distribuicio mais aglomerada
(Figura 6), corroborando com a funcao de agregacao atribuida ao amido, ja descrito por
Gotor-Vila et al. (2017) e por Hallman et al. (2019).

As formulacdes obtidas, além de inibirem a germinacdo, causaram deformacdes
na estrutura morfolégica dos conidios de A. alternata (Figura 8). Tais deformacdes sao
comumente observadas na literatura e justificadas em favor de alguns fatores como
secrecdo de proteinas envolvidas na degradacdo da parede celular do patégeno,
compostos volateis ou antibidticos (PANE; ZACCARDELLIL, 2015; BAYSAL et al.
2013). Pelos resultados obtidos neste trabalho, a produciao de substincias antifingicas
pela bactéria parece ter sido o fator responsavel dessas deformagdes. Segundo Alvarez
et al. (2011) ao estudarem uma linhagem de B. amyloliquefaciens para o controle de
Sclerotinia sclerotiorum relataram que a inibicdo e deformacdo dos conidios do fungo
forem decorrentes da producdo de compostos antifingicos como iturina, fengicina e
surfactina pela bactéria.

O potencial de inibi¢do da germinag¢do dos conidios de A. alternata pelas
formulacdes € fator decisivo para o sucesso do controle da mancha marrom de
alternaria, uma vez que, a producao da toxina ACT responsével por toda sintomatologia
da doenca € liberada pelo patégeno durante a germinagao dos conidios (CUENCA et al.
2016).

E de pleno conhecimento os diferentes papeis dos adjuvantes nas formulagdes
como surfactantes, redutores da tensdo superficial, aumento da molhabilidade, boa
distribuicao sobre o alvo, propriedades adesivas, nutricionais e protetores ao antagonista
(ZHANG et al. 2003). Embora os adjuvantes niao tenham apresentado deformacgdes na
morfologia dos conidios de A. alternata, eles inibiram a germina¢do do fungo, quando
avaliados individualmente. Reafirmando, portanto, que possivelmente as deformacoes
dos conidios foram em func¢do dos compostos antifingicos produzidos pelos isolados

bacterianos (ACB-01 e ACB-08) (Figura 8).
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Ao apresentar caracteristicas indesejaveis, como segregacao do caldo bacteriano
e rigidez acentuada, as formulagdes a base de amido refutaram a proposta inicial de
constituir formula¢des que ndo precisassem ser submetidas a processos complexos de
secagem. Fato esse que pode ser corroborado com as consideragdes descritas na
literatura, em que os autores relatam a utilizacdio do amido, em funcdo da sua
capacidade de aglomeracdo em processo de leito fluidizado e spray dryer, viabilizando
formulacdo em graos ou p6 molhdvel (GOTOR-VILA et al. 2019; GOTOR-VILA et al.
2017; LEE et al. 2006; MENG et al. 2015). Este agravante em suas caracteristicas
fisicas € o suficiente para causar rejeicdo do produto no mercado (GOTOR-VILA et al.,
2019).

Ao estudarem diferentes formulagdes a base de Penicillium frequentans para
controle de Monilinia laxa em péssego, Guijarro et al. (2007) utilizaram silica gel e
caulim como veiculos de transporte e, observaram que, o caulim mostrou menos
eficiéncia de controle comparado a silica gel além de, apresentar residuos no fruto,
reduzindo seu valor comercial in natura.

No presente estudo observa-se que o ACB-01 tendo caulim como veiculo de
transporte proporcionou 75% de controle da mancha marrom de alternaria e 27,5% de
incidéncia de folhas doentes (Tabela 13 e 15), além de apresentarem também residuos
sobre as folhas (Figura 9B). No entanto, nesse caso especificos esses residuos poderiam
contribuir na fisiologia da planta, uma vez que o caulim possui propriedades reflexivas
que reduzem a temperatura da copa da planta, otimizando a fotossintese. Mesmo tendo a
folha superficialmente coberta com o caulim, o mesmo ndo interfere nas trocas gasosas,
além de ser amplamente utilizado no controle de pragas, proporcionando um maior
rendimento na cultura dos citros (LAPOINTE; MCKENZIE; HALL, 2006; D’AQUINO
et al., 2011; RAMIREZ-GODOY; PUENTES-PEREZ; RESTREPO-DIAZ, 2018;
GLENN; PUTERKA, 2010).

A formulacdo a base de ACB-08, tendo o talco como veiculo de transporte e
aplicada de forma isolada, proporcionou 84% de controle da mancha marrom de
alternaria, quando avaliada a severidade da doenca. Apresentando assim, resultados
mais promissores do que os dispostos na literatura com oxicloreto de cobre (75% de
controle) (VAN ZYL; FOURIE; SCHUTTE, 2013). A aplicacdo do produto quimico em
plantas de tangerina ‘Dancy’ proporcionou 50,5% de controle (Tabela 16). Com relacao
aos resultados de incidéncia de doencga, as plantas tratadas com a formulagao a base de

ACB-08 apresentaram apenas 14,7% de folhas doentes, enquanto que, os tratamentos
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testemunha e quimico (estrobilurina) apresentam 76 e 57% de folhas doentes,
respectivamente (Tabela 15 e 16).

Dados similares de controle da podriddo floral dos citros (Colletotrichum
acutatum) foram obtidos por Klein et al. (2016). Os autores desenvolveram uma
formulacdo a base de B. subitilis, utilizando o talco como veiculo de transporte
acrescido de ureia (0,02%), que proporcionou 93% de controle da doenca em flores
destacadas, sob condi¢des de laboratério; 73% de flores sadias € 57% de nimero médio
de frutos efetivos, em condicdes de campo. Dados positivos de controle foram
encontrados por Yanez-Mendizébal et al. (2012b) ao desenvolverem formulagdes (secas
por pulverizagdo) a base de Bacillus spp. no controle da Monilinia fructicola em
nectarinas e péssegos

Observa-se ainda que todas as formulacdes aplicadas isoladas ou, em mistura
com a estrobilurina, apresentaram maiores niveis de controle, quando comparado com a
aplicagdo isolada do produto quimico (Tabela 13, 15 e 16). Tal resultado mostra a
compatibilidade entre os produtos, o que pode facilitar 0 manejo da doenca dentro do
pomar (DUBEY; SINGH; TRIPATHI, 2018), e esta compatibilidade parece ser a chave
do sucesso para aceitagdo do produto e uma importante ferramenta no processo de
transicao para uma agricultura sustentdvel (DUMONT; GASSELIN; BARET, 2020).

A compatibilidade entre agentes de controle bioldgicos e controle quimico
oferece, ainda, a opcdo de reduzir a dose do produto quimico, como proposto no
presente estudo, auxiliando na reducdo considerdavel de residuos quimico no meio
ambiente e na superficie da fruta (SHARMA; SINGH; SINGH, 2009).

Alguns casos de compatibilidade ja foram descritos na literatura com
formulacdes a base de B. subtilis, sendo eficiente em mistura de tanque com hidréxido
de cobre para controle de Alternaria solani (ABBASI; WESELOWSKI, 2014) e no
manejo integrado de pragas e doencas com neonicotindide, estrobilurina e triazol
(MYRESIOSTIS; VRYZAS; PAPADOPOULOU-MOURKIDOU, 2015; GAVA;
ALVES; DUARTE, 2019). Conferindo um maior aporte as formulacdes, uma vez que,
os ingredientes ativos citados anteriormente fazem parte do manejo fitossanitirio da
citricultura brasileira (FUNDECITRUS, 2020).

Estes resultados mostram a importancia da utilizagdo dessas formulacdes para o
controle da mancha marrom de alternaria, pois mesmo o produto quimico indicado
comercialmente para o controle da doenga, teve uma acdo de controle inferior as

formulacdes avaliadas. Além disso, o grupo das estrobilurina (Qol) sdo suspeitos de
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causarem risco a saide humana (CAYDR; COSKUN; COSKUN, 2014), além de
favorecer o surgimento de linhagens resistentes do fitopatégeno aos fungicidas deste
grupo, em pomares de tangerinas do Estado de Sao Paulo (CHITOLINA et al., 2019), o
que pode explicar os baixos niveis de controle da doenca encontrados no presente
estudo (Tabela 16).

Dessa forma as formulacdes biolégicas propostas no presente estudo tornam-se
promissoras, considerando a compatibilidade com a estrobilurina e por proporcionar
niveis de controle maiores para MMA se comparado a aplicacdo do fungicida. Estes
resultados reforcam a discussdo da utilizagdo do controle bioldégico no manejo
fitossanitdrio do citros, uma vez que, essa ferramenta tem sido questionada devido o
setor, ainda, optar por uma variedade de produtos quimicos para o controle de pragas e
doencas. Dessa maneira, a utilizacdo de formulagdes a base de Bacillus spp. para o
controle de doencas contribuird para minimizar os riscos a saide humana e ao meio

ambiente.

7. CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que:

a) A maioria dos aditivos avaliados favoreceu o antagonismo dos isolados
bacterianos, afetando o desenvolvimento micelial de Alternaria alternata;

b) A combinacdo de um composto nitrogenado e de um elemento trago apresentou
uma menor atividade antagonica de Bacillus spp., quando comparado com o0s
aditivos utilizados individualmente;

c) Todas as formulacdes a base de Bacillus spp., independente do veiculo de
transporte da bactéria, foram eficientes em inibir a germinacdo e o
desenvolvimento da colOnia de A. alternata,

d) A maioria das formulagdes a base de Bacillus spp. se manteve vidvel até seis
meses de armazenamento a 22 °C;

e) Formulagdes a base de B. amyloliquefaciens ACB-08 ndao mantiveram a
viabilidade, quando armazenadas durante seis meses a 4 °C;

f) As melhores formulagdes para controle da mancha marrom de alternaria

compreenderam: B. subtilis ACB-01 cultivado com MnSO4.H,O (ImM) +
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caulim e B. amyloliquefaciens ACB-08 cultivado com CoCl,.12H,0 (0,2mM) +
talco;
g) As formulagdes testadas foram compativeis com estrobilurina, quando aplicadas

em mistura de calda.
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