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RESUMO

A compreensao das populacdes antagdnicas tem potencial para a elaboragao de estratégias de
gerenciamento de campo e aumento da eficacia do controle bioldgico. Assim, esta pesquisa teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de isolados de bactérias provenientes de diferentes ambientes
no estado de Sergipe no controle bioldgico de fitopatdgenos do género Colletotrichum, agente
causal da podridao floral dos citros e busca contribuir para a identificacdo de microrganismos
promissores que possam ser utilizados como alternativas ao controle quimico convencional,
promovendo uma abordagem ambientalmente segura e potencialmente aplicdvel em larga
escala. A pesquisa experimental foi dividida em cinco etapas principais: caracterizagao
morfologica dos microrganismos selecionados, selecao in vitro de isolados bacterianos com
potencial antagonista, avaliagdo da suscetibilidade a antibioticos, capacidade de formagdo de
biofilme e produgdo de indculo para aplicagdo em campo. Os experimentos de antagonismo
seguiram um delineamento inteiramente casualizado, conduzidos sob condigdes controladas.
Parametros como crescimento micelial € formagao de halo de inibigdo foram avaliados para
identificar instancias de antagonismo. Isolados antagdnicos foram caracterizados quanto a
morfologia da coldnia, pigmentacdo e coloragdo de Gram e testados quanto a suscetibilidade a
antibidticos e capacidade de formacgdo de biofilme. Os resultados indicaram que diversos
microrganismos testados apresentaram efeito antagonico sendo Streptomyces avermitillis e
Azospirillum brasilense os que se destacaram com médias de inibicdo de 94,3 ¢ 79,5%
respectivamente. Observou-se que a maioria das bactérias estudadas foi classificada como forte
produtora de biofilme, o que pode favorecer sua persisténcia no ambiente e eficacia no controle
bioldgico. Os resultados deste estudo refor¢am o potencial do controle biolégico como
alternativa sustentavel ao uso de fungicidas sintéticos no manejo da podridao floral dos citros,
reduzindo impactos ambientais e riscos de resisténcia do fitopatdgeno.

Palavras-chave: antagonismo; bioensaio; bioprodutos; estrelinha dos citros; citricultura.



ABSTRACT

Understanding antagonistic populations has the potential to support the development of field
management strategies and enhance the effectiveness of biological control. Thus, this research
aimed to evaluate the efficiency of bacterial isolates from different environments in the state of
Sergipe in the biological control of phytopathogens of the genus Colletotrichum, the causal
agent of citrus blossom-end rot. The study seeks to contribute to the identification of promising
microorganisms that may serve as alternatives to conventional chemical control, promoting an
environmentally safe approach with potential for large-scale application. The experimental
research was divided into five main stages: morphological characterization of selected
microorganisms, in vitro selection of bacterial isolates with antagonistic potential, evaluation
of antibiotic susceptibility, biofilm-forming capacity, and inoculum production for field
application. Antagonism experiments followed a completely randomized design and were
conducted under controlled conditions. Parameters such as mycelial growth and inhibition halo
formation were evaluated to identify instances of antagonism. Antagonistic isolates were
characterized in terms of colony morphology, pigmentation, and Gram staining, and were tested
for antibiotic susceptibility and biofilm-forming capacity. The results indicated that several
tested microorganisms exhibited antagonistic effects, with Streptomyces avermitilis and
Azospirillum brasilense standing out with inhibition averages of 94.3% and 79.5%,
respectively. Most studied bacteria were classified as strong biofilm producers, which may
favor their persistence in the environment and effectiveness in biological control. The findings
of this study reinforce the potential of biological control as a sustainable alternative to synthetic
fungicides in the management of citrus blossom-end rot, reducing environmental impacts and
the risk of pathogen resistance.

Keywords: antagonism; bioassay; bioproducts; citrus blossom-end rot; citrus farming.
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1 INTRODUCAO

Os nameros expressivos da citricultura nacional traduzem a sua importancia na economia
do pais. O Brasil tem sido lider mundial de produgao de laranjas, com uma producao de 15,8
milhdes de toneladas, seguido pela China com 7,3 milhdes e Estados Unidos com 5,8 milhdes
(CONAB, 2020). No ano de 2024 a producao nacional gerou um valor bruto de 28,57 bilhdes
de reais (MAPA, 2025).

O Brasil ¢ responsavel por cerca de 50% da produg@o mundial de suco de laranja e exporta
98% do que produz, alcancando assim 85% de participagdo no mercado mundial. O que ndo
vai para industria, como as laranjas de mesa, ¢ destinado principalmente ao mercado interno
para atender o consumo in natura, representando cerca de 30% da producdo nacional
(CROPLIFE, 2024).

Nos primeiros seis meses da safra 2024/2025 (julho a dezembro de 2024), o Brasil exportou
535.604 toneladas de suco de laranja, uma redugdo de 20% em relacdo ao mesmo periodo da
safra anterior. Apesar da queda no volume exportado, a receita aumentou 43%, totalizando US$
1,88 bilhdo, devido aos altos precos nacionais (CITRUSBR, 2024).

Embora retina grande estrutura e tecnologia, a cultura dos citros ¢ afetada por diversos
patogenos como fungos, bactérias e virus. Dentre as principais doengas fingicas destaca-se a
Podridao Floral dos Citros (PFC), responsavel por perdas de até 80% de producao quando as
condi¢des climaticas sdo muito favoraveis ao patégeno (BEHLAU et al., 2021) como ¢
frequentemente observado na regido Nordeste do Brasil. Considerando que os citros
representam uma das principais commodities brasileiras, tais perdas se traduzem em prejuizos
substanciais que devem ser evitados (FUNDECITROS, 2021).

O Colletotrichum acutatum é o patdégeno causador da PFC e representa uma ameaga
significativa para a industria citricola. Essa doenca ¢ caracterizada pela infec¢do dos tecidos
florais das plantas de citros, resultando em sintomas como a necrose dos 6rgaos reprodutivos.
O fungo ¢ capaz de sobreviver em diferentes partes da planta, incluindo flores e frutos, levando
a perdas substanciais na produ¢ao (CANALE et al., 2022). Hoje ¢ sabido que ha um complexo
de fungos deste género, Silveira et al. (2016) associou a espécie de C. gloeosporioides a PFC,
demonstrando que, além de C. acutatum, C. gloeosporioides também pode estar envolvido na
etiologia da doenga. No entanto, a presenca e a predominancia de cada espécie podem variar

conforme as condi¢gdes ambientais e os tecidos vegetais analisados.



Diante destes fatores ¢ possivel inferir que essa doenga contribui para o decréscimo da
producdo na citricultura. Assim surge a necessidade de se buscar alternativas para se minimizar
seus efeitos, como por exemplo realizar podas na parte baixeira da copa para facilitar a
circulacao do ar e poda de limpeza para retirar do pomar todos os ramos secos € as "estrelinhas"
que permanecem nos ramos por muito tempo e queima-los ou enterra-los e, evitar as cortinas
quebra-ventos muito préximas ao pomar.

Os fungicidas recomendados para o manejo da PFC sao pertencentes aos grupos dos triazois
(inibidores da desmetilacao de esterdis, - DMI) e das estrobilurinas (inibidores de quinona
externa, - Qol). As misturas formuladas dos dois grupos de fungicidas sdo as mais eficientes e
empregadas no controle da doenga (BEHLAU et al., 2021).

Levando em consideragdo esses aspectos pode-se concluir que ¢ uma doenga de dificil
controle, exigindo diferentes estratégias de manejo. Os métodos contemporaneos utilizados tém
sido dispendiosos e com eficiéncia decrescente. Além disso, o uso excessivo e continuo de
agrotoxicos tem desencadeado diversos problemas ambientais como a contaminacdo de
alimentos, do solo, da 4gua e de animais, além do desenvolvimento de resisténcia de patdgenos,
pragas e de plantas invasoras. Também contribui para o desequilibrio bioldgico, alterando a
ciclagem de nutrientes e da matéria organica, a eliminagao de organismos benéficos e a redugao
da biodiversidade, além de causar a intoxicagao de agricultores (BETTIOL et al., 2019).

Com isso, diante do impacto presente da agricultura convencional no meio ambiente e
da crescente contamina¢do da cadeia alimentar, o cendrio agricola brasileiro vem mudando
mediante o elevado anseio da sociedade por novas tecnologias, visando uma agricultura mais
sustentavel (ZANUNCIO JUNIOR et al., 2022).

Dentre os métodos do manejo integrado de doengas (MID), que sdao medidas realizadas
em conjunto para reduzir danos empregado por patdgenos sobre culturas vegetais, esta o
controle biologico (FONSECA e ARAUIJO, 2020). O fundamento do controle bioldgico baseia-
se em utilizar recursos naturais para reduzir a populagdo de agentes considerados pragas, tais
como: insetos e plantas daninhas (LANDERS e OLIVEIRA, 2021).

O uso de bioinsumos estd em ascensdo global, e no Brasil essa tendéncia se evidencia
de maneira ainda mais acentuada. Em 2020, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) registrou 95 defensivos de baixo risco, englobando uma gama de
produtos bioldgicos, microbianos, semioquimicos, bioquimicos, extratos vegetais e reguladores
de crescimento. Isso representa um aumento de 121% em comparagdo com o ano anterior.
Enquanto a taxa de crescimento global se mantém em torno de 15% ao ano, no Brasil, esse

crescimento ¢ aproximadamente o dobro, alcangando 28%, com um mercado que movimenta



mais de R$ 1 bilhdo (MAPA, 2021).

O Brasil, até 2020, possuia 256 produtos de controle biologico registados, no entanto,
mais de 50% dos produtores rurais brasileiros dizem ndo conhecer tais produtos. Dentre os que
j4 empregaram biodefensivos, 76% relatam que consideram o controle biologico eficiente e
60% acham a aplicagdo segura. Os produtores que adotaram o controle bioldgico afirmam que
a decisdo foi motivada pela valoriza¢do na pds-venda, seguranca, protecdo do meio ambiente e
aumento da produtividade. Para 96% deles, a tendéncia ¢ de crescimento do mercado nos
préoximos cinco anos (MAPA, 2020).

O controle bioldgico de doengas ¢ uma area ascendente cujas pesquisas sdo cruciais para
desenvolvimento de produtos comerciais. No Brasil, o primeiro estudo de controle bioldgico de
doengas de planta foi publicado em 1950 pelo pesquisador Reginaldo Foster sobre a atuagao do
fungo Trichoderma sp. sob o virus do mosaico em fumo, porém, o primeiro produto bioldgico
comercial s6 foi registrado em 2009, e este microrganismo ¢ ainda até hoje o mais estudado no
Brasil quando se trata de controle biologico (MORANDI e BETTIOL, 2020).

Nesse contexto, a bioprospeccdo de isolados nativos surge como uma estratégia
promissora, uma vez que microrganismos isolados da mesma regido onde a doenga ocorre
podem apresentar maior adaptabilidade as condi¢des ambientais locais. Isso pode resultar em
maior eficiéncia no controle bioldgico e melhor sobrevivéncia no campo, favorecendo o
desenvolvimento de agentes de biocontrole mais sustentaveis e competitivos.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a eficiéncia de isolados de bactérias
provenientes de diferentes ambientes no estado de Sergipe no controle bioldgico de
fitopatdégenos do género Colletotrichum, agente causal da podridao floral dos citros.
Considerando o impacto econdmico da doenga na citricultura e a necessidade de estratégias
sustentaveis de manejo, este estudo busca contribuir para a identificacdo de microrganismos
promissores que possam ser utilizados como alternativas ao controle quimico convencional,
promovendo uma abordagem ambientalmente segura e potencialmente aplicavel em larga

escala.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Historico da citricultura no Brasil

As frutas citricas sdo muito populares em todo o mundo. Elas sdo originarias da Asia, e
alguns estudos indicam que as arvores de citros surgiram no leste asiatico, sendo mencionadas
pela primeira vez na literatura chinesa hd 2000 a.C. (VASHISTH E KADYAMPAKENI, 2020).

Os citros pertencem ao género Citrus, que faz parte da familia Rutaceae. Este género
engloba uma variedade de arvores e arbustos perenes, conhecidos por suas frutas citricas
comestiveis e suculentas. As espécies mais comuns incluem laranjas (Citrus sinensis), limoes
(Citrus limon), limas (Citrus aurantiifolia), grapefruits (Citrus paradisi) e tangerinas (Citrus
reticulata) (SOUZA, 2022).

A classificagdo botanica dos citros é caracterizada por folhas alternadas, flores brancas e
perfumadas, além de frutas com uma casca exterior espessa € polpa interna suculenta. Essas
plantas podem ser propagadas por sementes, mas a maioria das variedades comerciais ¢
cultivada através de técnicas de enxertia para preservar caracteristicas desejaveis (SOUZA,
2022).

A histéria da citricultura no Brasil ¢ rica e esta intrinsecamente relacionada a prépria
evolucdo do pais. Cerca de 1530 apds o descobrimento, os portugueses introduziram as
primeiras sementes de laranja doce nas areas que atualmente sdo os estados da Bahia e Sao
Paulo. As arvores se beneficiaram de condigdes ecoldgicas propicias e geraram frutos de alta
qualidade. No entanto, o desenvolvimento comercial da citricultura comegou apenas na década
de 1930, comecgando nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Bahia, e posteriormente se
expandindo para outras areas do Brasil (SANTOS, 2019).

O cultivo dos citros no Brasil, concentra cerca de 77% no Estado de Sao Paulo, e o restante
distribuido nos estados: Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul. O Estado
de Sao Paulo possui mais de 80% da capacidade de processamento (FAESP, 2023). As laranjas
Péra, Natal e Valéncia sdo as variedades comerciais mais cultivadas, nas regides centro, leste e
sul do estado de Sao Paulo, que representam quase 75% do total da producao brasileira de
laranja doce (IBGE, 2019). As laranjas doces ‘Péra’, ‘Natal’ e ‘Valéncia’ correspondem a 73%

das areas produtoras de citros no estado de Sdo Paulo segundo a Fundecitrus (2020).

2.2 Importancia econdmica da cultura
O Brasil € o lider mundial na produgao e na exportacdo de laranja com produgao de 15,8

milhdes de toneladas de laranja em 2020 (CONAB, 2020); bem mais que a China e os Estados



11

Unidos, que produziram 7,3 e 5,8 milhdes de toneladas respectivamente. O pais também tem o
maior nimero de produtores € a maior area plantada de citros do mundo, com 1,44 milhdes de
estabelecimentos produtores de laranja, limao ou tangerina, totalizando uma &rea plantada de
2,9 milhdes de hectares. Todo esse volume gerou um valor bruto de 14,9 bilhdes de reais em
2019 (SANTOS, 2019).

O pais também ¢ o lider mundial na exportacdo de suco de laranja. De acordo com o
Comex Stat (2020), as vendas externas ultrapassaram US$ 1,4 bilhdo. E no primeiro
quadrimestre de 2021, a exportacdo ja supera 21,2% o registrado no mesmo periodo do ano
passado. Segundo a CitrusBR (2020), o Brasil responde por 79% do suco de laranja
comercializado no mundo. Essa riqueza esta distribuida em centenas de empresas ligadas
diretamente ao setor, em milhares de propriedades rurais, gerando milhares de empregos diretos
e indiretos, recolhendo impostos, movimentando estabelecimentos dedicados ao cultivo da
laranja.

Em todo o Brasil sao mais de 3.000 municipios onde a cultura esta presente. Segundo o
CAGED (2022), o estado de Sao Paulo detém cerca de 80% da produ¢do nacional de sucos de
laranja, responsdvel por empregar aproximadamente 200.000 mil pessoas sendo o setor da
agricultura. No periodo de julho a setembro de 2021, periodo que marca o primeiro trimestre
da safra 2021/2022, a producdo de laranjas gerou 11.469 novos postos de trabalho o que
corresponde a 6,18% dos 185.677 postos de trabalho gerados pela agricultura no Brasil no
periodo (CAGED, 2022).

Embora Sao Paulo se destaque como principal produtor nacional, outras regides também
apresentam significativa importancia na citricultura, como o polo citricola de Sergipe. O estado
se destaca como o segundo maior fornecedor de laranja para as Centrais de Abastecimento
(Ceasas) do Brasil, refletindo a importancia da citricultura sergipana no mercado nacional, com
plantacdes que se estendem da Regido Centro-Sul para o Sul do estado, formando um continuo
com o polo citricola fronteirigco da Bahia. Sergipe contribui com 6,96% da éarea colhida e 4,16%
da produ¢do nacional, além de dispor de um relevante parque agroindustrial para o
processamento da fruta, com duas fabricas no municipio de Estancia e uma no municipio de
Boquim (EMDAGRO, 2024).

De acordo com a Secretaria de Estado da Agricultura, Desenvolvimento Agrario e de
Pesca (Seagri) (2024) e a Empresa de Desenvolvimento Agropecuario de Sergipe (Emdagro)
(2024), a produgdo de laranja em Sergipe em 2024 atingiu aproximadamente 439 mil toneladas,
representando um aumento de cerca de 15% em relagdo a 2023, quando a produgao foi de 382

mil toneladas. Este crescimento contraria a previsao inicial do Instituto Brasileiro de Geografia
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e Estatistica (IBGE), que estimava uma queda de 3,9% na producao do estado para 2024. Este
excelente desempenho pode ser atribuido a fatores como a sanidade dos pomares, o rigoroso
controle sanitario nas fronteiras realizado pela Emdagro e a produgao de mudas saudaveis em
viveiros telados. Além disso, condi¢des climaticas favoraveis também contribuiram para o
aumento da producao.

Com essa producdo, Sergipe mantém-se como o quinto maior produtor nacional de
laranja e o segundo do Nordeste. A cultura da fruta representa 14% do valor total da produgao
agricola sergipana, e o suco de laranja foi responsavel por 68,5% do valor total das exportagdes
do estado em margo de 2024, totalizando aproximadamente US$ 9,8 milhdes. Em 2023, Sergipe
respondeu por 99% do valor das exportagdes nordestinas de suco de laranja (SEAGRI, 2024).

2.3 Podridao floral dos citros

A podridao floral dos citros (PFC) ¢ uma doenga que surgiu em 1956 na América Central
em Belize (FAGAN, 1979). Ela se tornou endémica e importante em muitas regides produtoras
com clima tropical imido. No Brasil, a PFC tem afetado principalmente as plantas de lima acida
Tahiti. O primeiro relato ocorreu em 1977, no Rio Grande do Sul e em Sao Paulo, e depois se
espalhou para o Rio de Janeiro e Sergipe.

A doenca ¢ encontrada em todos os estados brasileiros produtores de citros.
(FEICHTENBERGER et al., 1997; MELO e MORALIS, 1999). Além disso, regides litoraneas,
como as do estado de Sergipe, apresentam condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento
da doenca, como alta umidade e temperaturas amenas, tornando as plantas mais suscetiveis.
Sergipe, um dos principais polos citricolas do Brasil, tem grande relevancia na producao
nacional, o que refor¢a a necessidade de estratégias eficazes de manejo fitossanitario para

reduzir os impactos da PFC (FUNDECITRUS, 2023).

2.4 Etiologia

Espécies de fungo do género Colletotrichum colonizam uma grande diversidade de
espécies vegetais, e podem obter nutrientes de forma necrotrofica, hemibiotrofica e endofitica,
e até¢ mesmo de forma biotrofica JAYAWARDENA, 2016).

A podridao floral dos citros ¢ acometida por duas diferentes espécies do género
Colletotrichum: C. acutatum e C. gloeosporioides (LIMA et al., 2011). Estudos mostraram que
as espécies C. fructicola e C. siemense também estdo associadas a doenga (WEIR; JOHNSTON;
DAMM, 2012). Na regido citricola paulista, por exemplo, mais de 80% dos ataques de podridao
floral sdo causados por espécies do fungo C. acutatum (SILVA JUNIOR, 2018).
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Lima et al., (2011) constataram que os isolados de C. gloeosporioides que causam PFC
sdo aparentemente menos agressivos que os de C. acutatum. A incidéncia da doenca, avaliada
pelas flores atacadas ou por calices persistentes, foi menor quando as plantas foram inoculadas
com C. gloeosporioides do que aquelas inoculadas com C. acutatum. Tal comportamento pode
explicar a menor incidéncia do C. gloeosporioides em comparagdo ao C. acutatum.

As diferencas nas proporgoes das espécies do género Colletotrichum em pomares de
citros também podem estar relacionadas ao controle quimico da doenga. Fungicidas a base de
benzimidazol sdo comumente aplicados no Estado de Sao Paulo para o controle da PFC. No
entanto, apenas C. gloeosporioides ¢ sensivel a esses produtos (PERES et al., 2005).

Gongalves et al. (2021) concluiram que as espécies C. acutatum e C. gloeosporioides
tém temperaturas Otimas para crescimento in vitro de 23-27 °C, mas podem crescer numa faixa
de 15-30 °C, e nas flores a germinagdo de conidios se inicia ap6és um periodo de molhamento
de 12 a 24 horas (FEICHTENBERGER et al., 1997).

Estudos agroclimaticos realizados por Soares-Colletti et al. (2016) no estado de Sao
Paulo, mostraram que sob temperatura de 22 °C + 30 °C e precipitagdo acumulada de 40 mm,
entre o pico de floragdo e 50% de flores restantes, a incidéncia da PFC pode chegar a 10%. No
entanto, sob as mesmas condi¢des, se a precipitacdo acumulada for de 80 mm, a incidéncia da
doenca pode atingir até¢ 60%. De acordo com os autores, estes dados refletem a caracteristica
explosiva da PFC sob condi¢des ambientais favoraveis ao fungo.

Entretanto, tem-se observado manifestagdes da doenga mesmo em 4areas cujo ambiente
mostra-se menos propicio a esses patdgenos, notadamente sob periodos de umidade foliar de
menor duragdo. Pressupde-se desta forma que tal comportamento poderia estar associado ao
envolvimento de uma espécie adicional do patdgeno, ou a uma melhor adaptagdo do agente
causal as condicdes ambientais prevalecentes, resultante, pois, de sua diversidade genética
(SILVEIRA et al., 2016).

A infecg¢do por C. acutatum ocorre apenas em pétalas de flores e origina acérvulos 4 a
5 dias apds o estabelecimento do fungo. Estes, passam a produzir conidios em abundancia, os
quais sdo dispersos por respingos de chuvas para outras flores durante o periodo de floragdo
(FEICHTENBERGER et al., 1997).

Peres et al. (2005) verificaram que o fungo se comporta como necrotréfico nas flores e
como biotrofico nas folhas. Assim, o fungo se reproduz principalmente nas pétalas das flores e
ndo coloniza prontamente e ndo forma acérvulos em outros tecidos. Os acérvulos so se formam
em outros tecidos quando o tecido ¢ morto em condicdes artificiais, e o fungo ndo se reproduz

na auséncia de flores. A sobrevivéncia do fungo durante os periodos de nao floragdo ocorre por
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meio de apressorios que se formam na superficie das folhas, galhos e calices persistentes
formados como resultado da infecgdo das flores.

Agostini e Timmer (1994) relataram que durante o florescimento, os respingos de agua
oriundos das flores induzem o apressorio a germinar sobre as folhas e produzir “conidios
secundarios” sem formagdo de acérvulo. Esses conidios secundarios, através de respingos
atingem as flores sadias e iniciam o processo de infeccdo, formando os sintomas de lesdes
alaranjadas nas pétalas apds 3 a 4 dias.

Se tratando da disseminacdo da doenga alguns insetos foram estudados e
aproximadamente 2% destes tinham esporos de Colletotrichum externamente em seu corpo ¢ a
maioria dos insetos eram pertencentes as familias Drosophilidae, Apidae € Formicidae, com
destaque para Drosophila melanogaster e Apis melifera que poderia ser um agente
disseminador a longas distancias (PENA e DUNCAN, 1989). Apesar destes autores terem
constatado de que alguns insetos continham esporos de Colletotrichum, nenhuma evidéncia
clara pode confirmar se eles estdo envolvidos realmente na disseminagdo, porém podemos
inferir como Silva Junior, (2011) de que ha grande possibilidade de alguns insetos como as

abelhas estarem relacionados a disseminagdo primaria de C. acutatum em pomares de citros.

2.5 Sintomatologia

Silva Jr. et al. (2014) constataram que tanto os sintomas causados tanto por C. acutatum
quanto por C. gloeosporioides sao de dificil distingdo e ndo ha nenhuma evidéncia de diferengas
de dispersao entre as duas espécies.

Silva Jr. (2018), relatou sobre os sintomas e descreveu como inicialmente se formam
lesdes alaranjadas nas pétalas, e lesdes negras no estigma e estilete (Figura 1A). Os frutos ainda
jovens ficam amarelos e caem prematuramente (Figura 1B). E apds essa queda, os célices
permanecem retidos na planta por varios meses e a partir dai a doenga ficou conhecida como
“estrelinha” (Figura 1C). Descricdo parecida com a de Feichtenberger et al. (1997), que
relataram que a doenca causa lesdes necrdticas de coloragdo roseo-alaranjada. As lesdes
geralmente aparecem em pétalas, apds a abertura dos botdes florais, embora, em ataques
severos, as lesdes possam ocorrer antes mesmo da abertura das flores, provocando completa

podridao dos botdes florais.

Figura 1 - Sintomas de Podridao Floral dos Citros: A) sintomas nas pétalas e no estigma da
flor; B) Sintomas nos frutos, e; C) Sintomas de estrelinha - célices remanescentes.
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Fonte: FUNDECITRUS (2021).

Foi constatado também por Silva Jr. (2018), que os danos causados na planta pela PFC
estdo diretamente ligados a consecutivas chuvas com o periodo de molhamento prolongado.
Assim as epidemias dessa doenca explodem quando esse periodo de umidade prolongada ocorre

muitas vezes durante a floragao.

2.6 Controle

Para se controlar uma doenca ¢ importante sempre ter estabelecido o entendimento das
relagdes patdgeno-hospedeiro-ambiente, além de definir também a etiologia correta da doenga,
tendo em vista que as decisdes de controle podem ser tomadas de maneira erronea, como no
caso da podridao floral que inicialmente foi controlado pelo 2,4-D (FAGAN,1984). Somente
quando a etiologia foi esclarecida que a doenga passou a ser controlado com fungicidas.

A AGROFIT, Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios, em dezembro de 2021,
apresentou oito produtos indicados para o controle da podridao floral dos citros ou estrelinha,
apresentados na tabela 1.

A Fundecitrus juntamente com a ESALQ/USP e a Universidade da Florida,
desenvolveram um sistema gratuito que ajuda o produtor da regido paulista a monitorar os riscos
de infeccdo da doenga, assim, com esse sistema, o produtor pode ter acesso a dados de
temperatura e molhamento, que vao estimar a germinacao de esporos do fungo. Esses dados
sdo coletados por meio de estagdes meteoroldgicas instaladas em vérias propriedades da regido.

Os dados sdo processados e enviados de forma intuitiva para o produtor (SILVA JR, 2018).

Tabela 1 - Produtos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para
controle da podridao floral dos citros.

Produto Ingrediente Ativo Titular do Registro
(Grupo Quimico)
Bendazol carbendazim (benzimidazol) Adama Brasil S.A. -

Londrina
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Cuantiva fluxapiroxade (carboxamida) + Basf S.A. — Sdo Paulo

piraclostrobina (estrobilurina)

Fitter ciprodinil (anilinopirimidina) + Syngenta Protecdo de
fludioxonil (fenilpirrol) Cultivos Ltda. — Sao Paulo
Helmstar Plus Azoxistrobina (estrobilurina) + Helm do Brasil Mercantil
tebuconazol (triazol) Ltda
Nativo tebuconazol (triazol) + Bayer S.A. - Sdo Paulo/ SP

trifloxistrobina (estrobilurina)

Orkestra SC fluxapiroxade (carboxamida) + Basf S.A. — Sdo Paulo

piraclostrobina (estrobilurina)

Switch ciprodinil (anilinopirimidina) + Syngenta Protecdo de
fludioxonil (fenilpirrol) Cultivos Ltda. — Sdo0 Paulo
Veldara fluxapiroxade (carboxamida) + Basf S.A. — Sdo Paulo

piraclostrobina (estrobilurina)

Fonte: Agrofit — MAPA.

Uma estratégia de manejo € uniformizar e antecipar o florescimento com a irrigagao,
além de manter a sanidade do pomar e a nutri¢ao equilibrada das plantas também contribui para
reduzir os danos da doenca (SILVA JR, 2016).

Realizar podas na parte baixeira da copa para facilitar a circulagdo do ar e poda de
limpeza para retirar do pomar todos os ramos secos e as "estrelinhas" que permanecem nos
ramos por muito tempo e queima-los ou enterra-los. Evitar as cortinas quebra-ventos muito

proximas ao pomar (AGROFIT, 2021).

2.7 Controle biologico no semiarido brasileiro

O semiarido brasileiro corresponde a 11,5% do territério nacional e seu clima ¢
caracterizado por altas temperaturas e insolagdo, baixa umidade do ar, chuvas escassas e
elevadas taxas de evaporagdo. O bioma que predominante ¢ a Caatinga, que engloba 70% do
nordeste brasileiro (CAVALCANTE et al., 2013; CORREIA et al., 2012). A regido semiarida
do Brasil comporta diversos segmentos de sistema agrario, indo da agricultura familiar a
monocultivos extensos, sendo uma importante fonte produtora de alimentos, principalmente

devido implementacgao de areas irrigadas (NASUTI et al., 2013; SILVA e SILVA, 2016).


javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=13215&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=13215&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=13215&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11865&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11865&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11865&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11865&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11155&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11155&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11155&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11155&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=7975&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=7975&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=7975&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=10578&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=10578&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=10578&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=10194&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=10194&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11865&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=11865&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=13150&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=13150&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)
javascript:%20NewWindow('!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto_formulado_tecnico=10578&p_tipo_janela=NEW%27,%27produtos%27,%27750%27,%20%27550%27,%20%27yes%27)

17

Com a expansao visivel desse setor, essa regido também sofre os efeitos do emprego
intensivo de agrotoxicos, derivado do modelo quimico-dependente predominante no Brasil
(LIMA et al., 2019). Estudos demonstram que a poluicdo ambiental tem sido proporcional a
intensidade da produg¢do agricola e do uso de agrotoxicos, € a expansao agricola no Nordeste
do Brasil, centrado em monocultivos, tem gerado consequéncias negativas a nivel de
contaminagdo ambiental ¢ humana (ARAUJO e OLIVEIRA, 2017; LOPES e
ALBUQUERQUIE, 2018).

Apesar dos esfor¢os em realizar maior implementacao do uso de controles biologicos
na produgdo agricola, objetivando uma agricultura mais sustentavel e segura do ponto de vista
ambiental e alimentar, o investimento na area ¢ desigual comparando aos defensivos quimico,
os controles bioldgicos sendo viaveis, a producdo comercial segue em ritmo lento (MAZZOLA
e FREILICH, 2017).

No geral, o Brasil precisa avangar nos estudos sobre controle biologico de doengas de
plantas. Porém, o semidrido vem apresentando potencial para o desenvolvimento de pesquisas
no setor. Nesse sentindo, estudos utilizando microrganismo com potencial para o controle de
doencas de plantas vém sendo desenvolvidas na regido semidrida com diversas culturas de
interesse, como por exemplo De S4 et al. (2019ab) que relataram que isolados de Bacillus spp.
e Trichoderma sp. apresentaram potencial antagoénico contra Fusarium sp., agente patoldgico
de doencas em plantas de Vigna unguiculata (Feijao-caupi) no semidrido de Pernambuco. Nesta
mesma cultura (Feijao-caupi), estes autores citam que estes mesmos isolados foram eficientes
em inibir o crescimento micelial do fungo Sclerotium rolfsii, sendo que a espécie B. subtilis
apresentou maior inibicao deste fungo, causador da podridao de esclerocio em V. unguiculata.

Também nesta regido, Silva et al. (2014), obtiveram resultados positivos com relagao
ao controle da podridio mole do pimentdo causada pela Pectobacterium carotovorum,
utilizando a Bacillus pumilus e a levedura Rhodotorula glutinis, indicando que estas podem
atuar como possiveis alternativas no manejo pos-colheita dessa doenga. Ja Gava e Menezes
(2012), em estudo no Vale submédio do Sao Francisco, relataram que isolados de Trichoderma
spp. apresentaram controle significativo da ocorréncia de tombamento e murcha de plantas de
meloeiro causados principalmente por Fusarium oxysporum.

As bactérias Bacillus subtilis € B. pumilus também atuaram no controle preventivo do
fungo fitopatogénico Podosphaera xanthii, o oidio do meloeiro (Cucumis melo L.), no
semiarido do Rio Grande do Norte (NOGUEIRA et al., 2011). A Bacillus subtilis também,

mostrou-se eficiente na redugdo da reprodugdo de fitonematoides (Radopholus similis,
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Meloidogyne spp., Pratylenchus spp. € Helicotylenchus spp.) em raizes e rizoma de mudas
bananeira no estado de Alagoas (ARAUJO et al., 2018).

Na regiao semiarida da Bahia, Barbosa et al. (2018), em estudos voltados para podridao
vermelha do sisal (Agave sisalana), causada por Aspergillus welwitschiae, relatam que bactérias
dos géneros Brevibacterium sp., Bacillus sp., Paenibacillus sp. em conjunto e individualmente
apresentaram capacidade reduzir a podridao de 44 a 75%. J4 Damasceno et al. (2019) cita que
o fungo Penicillium citrinum, isolado endofiticamente de plantas de sisal advindas do semiarido
baiano, inibiu de 65,8% a 90%, a depender do método de inoculagdao. Tais resultados
demonstram que esses isolados bacterianos e fungicos possuem potencial para ser utilizado

como controle bioldgico contra essa doenca no semiarido.

2.8 Microrganismos no biocontrole de doencas de plantas

Diante da atual busca da sociedade por alimentos organicos ¢ sem residuos quimicos, ¢
cada vez mais necessaria a reformulagdo da agricultura, visando a cultura da sustentabilidade,
para tal, ¢ imprescindivel a utilizacdo de técnicas de cultivo e de controle de pragas e doencas
de forma ecoldgica. Portanto, as interacdes planta-microrganismos vem sendo objeto de
diversos estudos biotecnoldgicos, visando o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel e
a conservacao ambienta (LANDERS e OLIVEIRA, 2018).

A inoculagdo de microrganismos no biocontrole de fitopatogenos e promog¢ao de
crescimento vegetal ¢ considerada uma alternativa ecologica ao uso de fertilizantes e defensivos
quimicos, pois podem atuar em associagdo com a planta de forma biologica e benéfica (LOPES
et al., 2021; FONSECA e ARAUJO, 2015; SYED ¢ TOLLAMADUGU, 2019).

O controle bioldgico de doencas de plantas ¢ definido como a “redu¢do de indculo ou
das atividades determinantes da doenca, realizada por um ou mais organismos que ndo o
homem” (COOK e BAKER, 1983), ou também como a eliminagao total ou parcial de patégenos
por organismos comumente presentes na natureza. Os principais microrganismos estudados no
biocontrole de doengas de plantas sdo os fungos e bactérias. Dentre os fungos, destacam-se os
dos géneros Trichoderma, Gliocladium, Clonostachys, Penicillium e Pythium. J& entre as
bactérias estdo espécies de Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Streptomyces, Rhizobium,
Pasteuria e Enterobacter (SILVA e MELO, 2013.; MEDEIROS et al., 2018).

O biocontrole dificilmente elimina o patdégeno completamente do local, mas atua
principalmente reduzindo a veeméncia do indculo ou a incitagdo do patdégeno em provocar a
doenga e ocorre por meio interagdes antagbnicas como competi¢do, parasitismo, predagao,

antibiose, inducao a resisténcia e promoc¢ao de crescimento (SANTIAGO et al., 2019).



19

O parasitismo consiste em uma interagdo nutricional entre dois seres vivos, onde o
parasita se alimenta totalmente ou parcialmente as custas do hospedeiro. A competicao refere-
se a relagdo entre dois ou mais organismos, visando um objetivo (espago, alimentagao etc.). A
antibiose ¢ a interacdo na qual um agente libera metaboélitos de efeito nocivo sobre outro
organismo. A indug¢do de resisténcia do hospedeiro deriva da ativagdo da resisténcia da planta
ao patdgeno por meio de agentes externos, que podem ser bidticos ou abidticos. A promog¢ao
de crescimento ndo atua diretamente sobre o microrganismo patogénico, € sim auxiliando a
planta a se recuperar mais rapidamente do ataque através da liberacao de hormonios e aquisi¢ao
de nutrientes e agua (MEDEIROS et al., 2018; POZZEBON, 2019).

Os modos de a¢ao utilizados pelos microrganismos para favorecer o crescimento das
plantas podem ser classificados como diretos ou indiretos. De forma direta, eles aprimoram a
absorc¢do e acumulo de nutrientes essenciais, a fixa¢do de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato,
secrecao de sider6foros e producao de fitormonios. Ja de forma indireta, atuam no biocontrole
de pragas e doencas e na promogao de resisténcia das plantas aos estresses bidticos e abioticos,
como metais pesados, deficiéncia hidrica e salinidade (REZENDE et al., 2021; SOUZA et al.,
2020).

Os mecanismos, como antibioticos, sider6éforos, hormonios e enzimas, empregados
pelos microrganismos que atuam como agentes biologicos podem induzir a resisténcia em
plantas por agir como estimulantes do sistema imune, interferindo no funcionamento dos
principais sistemas de defesa vegetal, como a resisténcia sistémica induzida (WILLE et al.,
2019; PINHO et al., 2020).

Os principais componentes requeridos em um biocontrolador de doengas de plantas ¢
ser geneticamente estavel, efetivo em baixas concentragdes, nao ter exigéncias nutricionais, ser
habil para sobreviver em condigdes adversas, apresentar eficiéncia contra varios patdgenos em
diversos hospedeiros, se desenvolver em um meio de culturas acessivel, ser de facil preparo e
armazenamento, tolerante a pesticidas, compativel com controles fisicos € quimicos e nao ser
patogénico ao homem (CARMONA-HERNANDEZ et al., 2019). Algumas dessas
carateristicas necessarias também dificulta os desenvolvimentos de produtos deste segmento

(LOPES, 2009; MEDEIROS et al., 2018).



20

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa experimental foi dividida em cinco etapas principais: (i) caracterizagdao
morfologica dos microrganismos selecionados, (ii) selecao in vitro de isolados bacterianos com
potencial antagonista, (iii) avaliagdo da suscetibilidade a antibioticos, (iv) capacidade de
formagao de biofilme e (v) producdo de indculo para aplicagcdo em campo.

Para os ensaios, foram utilizados isolados bacterianos obtidos de regides do estado de
Sergipe armazenados na cole¢cdo do Laboratorio de Fitopatologia e Bioinsumos (LAFiBiO) da
Universidade Federal de Sergipe e isolados comerciais fornecidos pela empresa BioWorld®
Solucdes Regenerativas (Tabela 2). Os isolados foram submetidos a testes de caracterizagao
morfolédgica, incluindo a observacgao do crescimento em meio s6lido, da morfologia celular e
Teste de Gram. As bactérias foram testadas quanto a capacidade de inibi¢do do crescimento
micelial das espécies de fungo: Colletotrichum fructicola e Colletotrichum siamense obtidas da
Colecao da Universidade Federal de Alagoas (COUFAL) em meio de cultura solido, apds foram

feitas avaliagdes de sensibilidade a antibidticos e formagao de biofilme.

Tabela 2 — Codigos de identificagdo, espécies bacterianas e local de armazenamento.

Cddigo Espécie Origem
BWO001 Streptomyces avermitilis BioWorld®
BW002 Azospirillum brasilense BioWorld®
BWO003 Bacillus thuringiensis BioWorld®
BW004 Bacillus subtilis BioWorld®
BWO005 Bacillus amyloliquefaciens BioWorld®
BWO006 Bacillus licheniformis BioWorld®
BWO007 Bacillus aryabhattai BioWorld®
BWO008 Bacillus pumilus BioWorld®
BWO009 Bacillus velezensis BioWorld®
BWO010 Bradyrhizobium japonicum BioWorld®
LAFB009 Bacillus paralicheniformis LAFiBiO
LAFBO16 Bacillus sp. LAFiBiO
LAFB002 Bacillus siamensis LAFiBiO
LAFB001 Paenibacillus mucilaginosos LAFiBiO
LAFBO15 Bacillus safensis subsp. safensis LAFiBiO
LAFBO18 Bacillus safensis LAFiBiO

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

3.1 Caracterizacao morfologica dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram caracterizados quanto ao crescimento em meio sélido,

morfologia celular e coloragdao de Gram.
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Para a avaliag¢do do crescimento em meio solido, as bactérias foram cultivadas em meio
Luria Bertani (LB), sendo incubadas a 28 °C por 48 horas em estufa BOD. Apos o periodo de
incubagdo, foram observadas caracteristicas macroscopicas das colonias, como formato,
coloracao e textura.

A morfologia celular foi determinada por microscopia Optica a partir da coloracdo de
Gram. O procedimento envolveu a aplicagdo dos reagentes cristal violeta, solu¢ao de lugol,
alcool-etilico e safranina. Apos a coloragdo, as laminas foram observadas em microscopio
optico com aumento de 1000% com 6leo de imersao, sendo registradas a morfologia celular, o

arranjo das células e a resposta a coloragdo de Gram (positiva ou negativa).

3.2 Teste de antibiose in vitro

Os microrganismos isolados foram confrontados sendo submetidos a pareamento de
cultura com os fungos fitopatogénicos, para avaliar sua capacidade de inibi¢ao. Para o teste, foi
riscada a bactéria controladora em placa de Petri contendo meio LB em uma extremidade, em
seguida foi inoculado um disco de micélio do fungo na outra extremidade. O fitopatdogeno sem
agente de biocontrole também foi inoculado para ser utilizado como controle. As placas do
ensaio foram incubadas a 28°C em estufa BOD por sete dias e foram feitas observagdes sobre
a inibicao de crescimento do patdgeno. Apos a incubagdo, o crescimento do microrganismo
alvo foi medido com auxilio de paquimetro e a porcentagem de inibi¢do do patogeno definida
com base na seguinte formula: %Inibicdo = (C — T/C) % 100, onde C ¢ o crescimento em
controle e T € o crescimento em tratamento.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 17 tratamentos
e 5 repeticdes onde cada espécie bacteriana em confronto com os fungos representou um
tratamento mais um controle, e cada placa de Petri compds uma repeticdo. Os dados obtidos
foram submetidos a analise estatistica no programa SISVAR versao 5.6 (FERREIRA, 2011),

utilizando o teste de Scott-Knott a um nivel de significancia de 5%.

3.3 Teste de sensibilidade a antibiotico

A suscetibilidade a antibidtico foi avaliada por meio de quatro discos pré-impregnados
com uma concentracdo padrdo do antibiotico Cloranfenicol, estes foram depositados
uniformemente e levemente sobre a superficie do agar Mueller-Hinton contendo 1 mL de
cultura bacteriana na concentragio padrdo (108 UFCmL™). As placas foram incubadas por 24

horas e apds foi observado o crescimento bacteriano em torno de cada disco. Quando sensivel
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a um antibidtico especifico, uma area clara (sem crescimento) foi observada em torno de cada
disco aplicado.

As zonas de inibicdo ao redor dos discos de antibidtico foram medidas em mm e
comparadas com base nos pontos de corte estabelecidos pelo BrCAST (Comité Brasileiro de
Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos) / EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) onde os isolados foram classificados como suscetiveis
(S) ou resistentes (R). O experimento foi composto por 16 tratamentos e 5 repeticdes onde cada

espécie bacteriana representou um tratamento, e cada placa de Petri comp0s uma repetigao.

3.4 Capacidade de formacao de biofilme

A formacao de biofilme foi avaliada em placa de cultura de células de 96 pogos. Para
tal, as bactérias cresceram overnight em meio liquido LB, com agitacdo a 30 °C em shaker
orbital. Apos, a suspensdo bacteriana foi ajustada a concentra¢io de 103 UFCmL™! (densidade
optica de 600 nm) e 100 puL da suspensdo foi adicionada aos pogos da microplaca e esta foi
selada e incubada a 30 °C por 24 h sem agitacdo. Posteriormente, foi observado a formacao do
biofilme por leitura visual. O biofilme resultante foi centrifugado a 2250 rpm por 10 minutos e
o sobrenadante cuidadosamente removido e entdo foi adicionado 200 ul de etanol 95% por 15
minutos, para que o biofilme aderisse ao fundo dos pogos. O etanol foi completamente
removido e o biofilme corado com 100 pL de solugdo de cristal violeta em concentracdo de
0,1% e mantido por 20 minutos em temperatura ambiente. O excesso da solucdo de cristal
violeta foi removido e os pocos lavados trés vezes com 4gua destilada. Apos, 100 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO) foi adicionado a cada pogo e a placa incubada em shaker orbital por
5 minutos a 150 rpm e 30 °C, para solubiliza¢do do biofilme, entdo suas densidades Opticas
foram medidas a 562 nm, utilizando espectrofotdometro para medir os niveis de biofilme para
cada amostra.

A avaliagdo da capacidade de formacdo de biofilme pelos isolados bacterianos foi
realizada com base na leitura da densidade oOptica (DO) a 570 nm, seguindo o critério
estabelecido por Stepanovic¢ et al. (2000). Inicialmente, a média e o desvio padrao das leituras
do controle negativo foram calculados para determinar o valor de ODc (densidade 6ptica de
corte) e classificar os isolados em quatro categorias: ndo produtores de biofilme, fraco produtor

de biofilme, moderado produtor de biofilme e forte produtor de biofilme.

3.5 Producio de indculo para aplicacio em campo
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A producdo do indculo foi realizada a partir de isolados bacterianos previamente
selecionados com potencial para controle bioldgico. O cultivo das bactérias foi conduzido em
meio liquido LB, sob condi¢gdes controladas. Inicialmente, os isolados foram reativados a partir
de estoques preservados em glicerol a 20%. Para isso, uma al¢ada do isolado foi inoculada em
meio sélido (LB) e incubada a 28 °C por 24 horas em estufa BOD.

Apbs o crescimento, uma colonia isolada foi transferida para frascos de vidro contendo
1000 mL de meio liquido estéril e incubada sob agitagao a uma velocidade de 150 rpm a 28 °C
por 24 horas em incubadora shaker. O crescimento bacteriano foi monitorado por absorbancia
a 600 nm em espectrofotometro, sendo ajustado para uma densidade optica (DO) de 0,5,
correspondente a aproximadamente 108 UFC/mL. O indculo preparado foi mantido sob
refrigera¢do a 4 °C até o momento da aplicacdo em campo, respeitando um intervalo entre a

preparagdo e a aplicagdo para garantir a viabilidade das células.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacio morfoldgica dos isolados bacterianos

A maioria dos isolados pertencentes ao género Bacillus apresentou colonias opacas e
rugosas em meio so6lido, com células em forma de bacilos e capacidade de esporulacao, sendo
todos Gram-positivos. O género Streptomyces caracterizou-se pelo crescimento filamentoso,
com colonias de aspecto seco e pulverulento, enquanto Azospirillum brasilense e
Bradyrhizobium japonicum apresentaram colonias lisas ¢ mucoides, sendo ambos Gram-
negativos.

A caracterizagdo morfolégica dos isolados revelou padroes tipicos dentro de cada
género. Os isolados do género Bacillus, incluindo B. subtilis, B. thuringiensis, B.
amyloliquefaciens e outros, apresentaram colOnias opacas e rugosas, caracteristica comum a
esse grupo devido a producdo de esporos e compostos extracelulares, como biossurfactantes e
enzimas hidroliticas (CHEN et al., 2020). Esses resultados estdo de acordo com estudos
anteriores, que descrevem a morfologia das colonias de Bacillus como sendo altamente variavel
dependendo das condi¢des de crescimento, mas geralmente opacas e de coloragdo creme a
amarelada (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

A presenga de esporos nos isolados de Bacillus e Paenibacillus ¢ um indicativo de sua
capacidade de sobrevivéncia em ambientes adversos, como solos e superficies vegetais, fator
relevante para sua aplicagdo como bioinsumos no controle bioldgico (HOLT et al., 2018). Além
disso, a coloragdo de Gram confirmou a predominancia de bactérias Gram-positivas nesse
grupo, o que corrobora a literatura, que aponta a espessa camada de peptidoglicano na parede
celular como responsavel por essa coloracao (MADIGAN et al., 2019).

Por outro lado, Azospirillum brasilense € Bradyrhizobium japonicum apresentaram
colonias lisas e mucoides, sendo ambos Gram-negativos. Essa caracteristica esta associada a
producdo de exopolissacarideos, essenciais para a formacdo de biofilmes e interagdo com
plantas hospedeiras, o que € coerente com seu papel na fixacdo biologica de nitrogénio
(ROSENBERG et al., 2014). Estudos prévios demonstram que a estrutura da parede celular das
bactérias Gram-negativas confere maior resisténcia a certos estresses ambientais, mas também
pode influenciar na sua capacidade de colonizagao radicular (SOUZA et al., 2021).

Ja Streptomyces avermitilis diferenciou-se dos demais isolados pelo crescimento
filamentoso, com colonias de aspecto seco e pulverulento. Esse padrao ¢ caracteristico do
género Streptomyces, que forma hifas e esporos aéreos, sendo amplamente reconhecido pela
producdo de metabolitos bioativos com potencial antimicrobiano (BALTZ, 2017). A presenga

dessa estrutura filamentosa pode contribuir para sua persisténcia no solo e sua capacidade de
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competicdo com outros microrganismos, favorecendo seu uso como bioinsumo no controle de
patdgenos (BARKA et al., 2016).

Os resultados obtidos reforgam a importancia da caracterizacdo morfologica na selecao
de isolados para controle biolodgico, contribuindo diretamente para o controle de qualidade dos
bioprodutos. A identificagdo de padrdoes morfologicos e da coloracdo de Gram permite a triagem
eficiente dos microrganismos, garantindo que apenas isolados com caracteristicas desejaveis
sejam utilizados nas formulacdes. Essa padronizagao ¢ essencial para assegurar a estabilidade
e a eficacia do produto, além de possibilitar a escolha de métodos de aplicagao mais adequados
ao ambiente alvo.

Além disso, a bioprospec¢do de cepas nativas, como as isoladas no presente estudo,
apresenta uma vantagem estratégica, pois esses microrganismos ja estdo adaptados as condi¢des
ambientais locais, aumentando sua competitividade contra os fitopatdogenos e melhorando sua
eficiéncia no campo. Estudos indicam que microrganismos provenientes da mesma regido onde
a doenca ocorre possuem maior taxa de estabelecimento e persisténcia, além de menor impacto
na microbiota local (SOUZA et al., 2019). Dessa forma, o uso de isolados regionais pode ser
uma alternativa promissora para otimizar a eficdcia do controle bioldgico, reduzindo a
dependéncia de produtos comerciais importados ou de formulagdes que ndo consideram a
adaptacdo ao ambiente alvo.

Além disso, a caracterizagdo morfologica auxilia na defini¢ao das condigdes ideais para
armazenamento e viabilidade dos microrganismos, evitando variagdes na sua performance ao
longo do tempo. O controle de qualidade de produtos biolégicos deve considerar ndo apenas a
identificacdo precisa dos isolados, mas também sua adaptagdo as condicdes ambientais e seu
desempenho em campo.

Dessa forma, os resultados obtidos reforcam a necessidade de integrar anélises
complementares, como testes moleculares e bioquimicos, para validar a identidade e
funcionalidade dos isolados. Essas abordagens contribuirdo para o desenvolvimento de
bioprodutos mais eficazes e seguros, garantindo um controle bioldgico consistente e

sustentavel.

4.2 Teste de antibiose in vitro

A avaliag¢do do potencial de antibiose dos isolados bacterianos contra as duas espécies
de Colletotrichum (C. fructicola e C. siamense) revelou diferencas significativas na
porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial (p <0,05), conforme determinado pela andlise

de variancia (ANOVA). A interagao entre os tratamentos (isolados bacterianos) e os fungos foi
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significativa (p < 0,05), indicando que o efeito dos tratamentos variou entre as espécies do
patogeno.

Os resultados do teste de Scott-Knott mostraram que determinados isolados bacterianos
apresentaram maior eficiéncia no controle dos fungos testados. Para C. fructicola o tratamento
11 apresentou o maior desempenho, sendo estatisticamente superior a todos os demais, com
média de inibi¢do de 94,3%. J4 o tratamento 8 teve o pior desempenho (7,5%), diferindo
significativamente dos outros grupos. Os demais tratamentos foram agrupados em niveis
intermediarios, com médias entre 36,3 ¢ 77,7%.

No caso do C. siamense, os tratamentos 4, 6, 16, 3 e 5 apresentaram melhor desempenho
com destaque para o tratamento 5 que mostrou a maior média (79,5%), mas nao diferiu
estatisticamente dos outros do grupo. O tratamento 8§ também apresentou a pior média (7,8%)
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Outros tratamentos com médias que
variaram entre 40,5 ¢ 76% foram agrupados em niveis intermediarios.

Os dados evidenciam que certos isolados bacterianos possuem potencial promissor para
o controle bioldgico de Colletotrichum spp., destacando-se como candidatos para futuras
aplicagdes no manejo sustentavel de doencas em citros. As tabelas 3 e 4 listam a diferenga na

porcentagem de inibi¢do entre os tratamentos para cada espécie fingica testada.

Tabela 3 — Porcentagens médias de inibi¢do do crescimento micelial da espécie Colletotrichum

fructicola em resposta aos diferentes tratamentos com isolados bacterianos.

% de inibi¢ao

Tratamento Isolado C. fructicola
8 BW007 7,531
13 LAFB016 36,3*

CT00 46,1%
) BW001 56,7%
6 BW005 57,6%
4 BW003 61,293
15 LAFB001 66,1
16 LAFB015 67,7%
17 LAFB018 68,8%
10 BW009 69,4
3 BW002 69,7
14 LAFB002 73,43
12 LAFB009 73,43
7 BWO006 74,5%

9 BWO008 75,8%
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5 BW004 77,28
11 BWO010 94,325

*Médias seguidas de letras e nimeros iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Tabela 4 — Porcentagens médias de inibi¢ao do crescimento micelial da espécie Colletotrichum

siamense em resposta aos diferentes tratamentos com isolados bacterianos.

% de inibicao

Tratamento Isolado C. siamense
8 BW007 7,831
) BWO001 40,5%
1 CT00 45,8%
13 LAFBO016 48,6
15 LAFBO001 49, 5%
11 BWO010 49,73
17 LAFBO18 50,7%
10 BWO009 51,4%
7 BWO006 57,5%
14 LAFB002 58,38
9 BWO008 60,8%
12 LAFB009 61,13
4 BWO003 65,7%
6 BWO005 70,4
16 LAFBO015 70,4
3 BWO002 76,03
5 BW004 79,5

*Médias seguidas de letras ¢ nimeros iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os resultados obtidos sdo consistentes com estudos anteriores que demonstram o
potencial de isolados bacterianos no controle de Colletotrichum spp. A literatura reporta que
espécies de Bacillus e Pseudomonas sdo capazes de produzir metabolitos antifingicos, como
surfactina, iturina e fengicina, que podem atuar na inibi¢do do crescimento fungico (SANTOS
et al., 2020; LIU et al., 2019). A alta eficiéncia do isolado BWO010 contra C. fructicola pode
estar relacionada a producao desses compostos e a capacidade de colonizacdo do meio,
reduzindo a disponibilidade de espago e nutrientes para o patdgeno (OLIVEIRA et al., 2021).

A diferenca de resposta entre as espécies de Colletotrichum sugere que variagdes

genéticas e fisiologicas influenciam a suscetibilidade dos fungos aos antagonistas. Por exemplo,
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C. fructicola apresentou maior sensibilidade aos isolados LAFB002, LAFB009, BW006,
BWO008 e BW004, possivelmente devido a uma menor resisténcia a compostos antifiingicos ou
diferencas na estrutura da parede celular (SOUZA et al., 2018). Ja C. siamense mostrou um
padrao de resposta diferente, destacando os isolados BW003, BW005, LAFB015, BW002 e
BWO004 como os mais eficazes, o que pode estar relacionado a interagdes especificas entre os
antagonistas e o patogeno (FERREIRA et al., 2022).

A partir desses achados, os isolados com maior potencial podem ser testados em
condigdes de casa de vegetagdo e campo, a fim de avaliar sua viabilidade para formulagdes

comerciais e aplicagdo no manejo biologico de Colletotrichum spp. em citros.

4.3 Teste de sensibilidade a antibiético
A interpretagdo dos resultados foi feita com base nos pontos de corte estabelecidos pelo

BrCAST/EUCAST para bactérias, onde isolados com halos de inibicdo > 28 mm foram
considerados sensiveis ¢ aqueles com halos < 28 mm foram classificados como resistentes.

Os valores médios dos diametros dos halos de inibi¢ao variaram entre 20,21 mm ¢ 32,7
mm, conforme apresentado na Tabela 5. Dos 16 isolados testados, oito apresentaram halos
superiores ao ponto de corte estabelecido, sendo classificados como suscetiveis e oito

apresentaram halos inferiores ao ponto de corte, sendo classificados como resistentes.

Tabela 5 — Valores médios dos diametros dos halos de inibi¢ao e classificagcdo dos isolados

bacterianos testados com o antibiotico Cloranfenicol.

Tratamento  Média do halo (mm) Classificacao

1 20,1 R
2 20,7 R
3 214 R
4 22,6 R
5 23,2 R
6 23,9 R
7 254 R
8 26,8 R
9 28 S
10 28,3 S
11 28,7 S
12 29 S
13 30,2 S
14 31,3 S
15 31,4 S
16 32,7 S
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os resultados indicam que a maioria dos isolados testados apresentou suscetibilidade ao
cloranfenicol, conforme os critérios estabelecidos. A predominancia de isolados suscetiveis
sugere que este antibidtico pode ser uma alternativa eficaz para o controle dessas bactérias. No
entanto, a presenga de isolados classificados como resistentes alerta para a necessidade de
monitoramento continuo ¢ a realizacao de testes complementares.

O cloranfenicol ¢ um antibiotico de amplo espectro que atua na inibigdo da sintese
proteica bacteriana por meio da ligagdo a subunidade 50S do ribossomo. Embora seja eficaz
contra diversas espécies bacterianas, seu uso tem sido reduzido devido aos riscos de efeitos
adversos (GARCIA et al., 2020). No contexto agropecuario, o cloranfenicol ainda pode ser
encontrado como residuo em alimentos de origem animal, especialmente quando hd uso
irregular em produgdes agricolas e pecuarias (SMITH et al., 2021). Assim, a identificacdo de
isolados resistentes pode indicar pressao seletiva associada a contaminagdo ambiental ou ao uso
indiscriminado de antimicrobianos.

No caso dos bioinsumos, a deteccdo de microrganismos resistentes ao cloranfenicol
pode sinalizar possiveis contaminagdes durante a produgdo ou manipulagdo desses produtos,
comprometendo sua qualidade e seguranca. Dessa forma, a avaliagdo da resisténcia a
antibidticos pode ser incorporada como um critério essencial no controle de qualidade,
prevenindo a introdu¢do de microrganismos indesejaveis e garantindo a eficiéncia dos
bioinsumos na agricultura.

Pesquisas anteriores demonstraram que diferentes espécies de Bacillus spp. apresentam
variabilidade na resisténcia ao cloranfenicol. Em estudos com Bacillus cereus, por exemplo,
foram encontrados isolados resistentes ao cloranfenicol devido a presenca de genes cat
(cloranfenicol acetiltransferase), que inativam o antibidtico (ZHANG et al., 2019).
Investigagdes recentes apontam que isolados ambientais podem apresentar resisténcia natural a
diversos antibidticos, incluindo tetraciclinas e beta-lactimicos (PEREZ et al., 2022).

Os valores de halo de inibicdo observados no presente estudo demonstram uma
distribui¢do heterogénea. Essa variagdo pode estar relacionada a diferentes fatores intrinsecos
dos isolados, como mecanismos de resisténcia adquiridos ou variagdes genéticas na populagao
bacteriana analisada. Além disso, a presenga de isolados classificados como resistentes reforca
a necessidade de estudos futuros para identificar os possiveis mecanismos envolvidos na

resisténcia ao cloranfenicol.
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Embora a metade dos isolados seja suscetivel ao cloranfenicol, a presenca de isolados
resistentes sugere a necessidade de monitoramento continuo, de estratégias para evitar a
disseminagao de resisténcia e compreender os mecanismos genéticos envolvidos e as possiveis

implicagdes ambientais.

4.4 Capacidade de formacao de biofilme

Para garantir uma avaliagdo mais precisa, a classificagdo foi realizada com base na
média da densidade Optica de cada isolado, considerando as repeticdes experimentais. Os
resultados indicaram que 100% dos isolados foram classificados como fortes produtores de
biofilme.

Dentre os isolados analisados, destacaram-se Bacillus amylolichefaciens, Streptomyces
avermitilis, Bacillus velezensis, Azospirilum brasilense como os mais eficientes na formacgao
de biofilme, evidenciando um alto potencial para adesdo e colonizagdo de superficies. Esses
resultados sdo fundamentais para a compreensdo do comportamento das cepas bacterianas
estudadas, auxiliando na defini¢do de estratégias de controle ou aplica¢do biotecnologica.

A formacao de biofilme por bactérias ¢ um fator determinante para sua sobrevivéncia
em diferentes ambientes, conferindo resisténcia a estresses fisicos e quimicos, incluindo a a¢ao
de antimicrobianos. Neste estudo, a capacidade de formagdo de biofilme dos isolados foi
avaliada utilizando a metodologia de Stepanovi¢ et al. (2000), com a classificacao baseada nos
valores de densidade Optica obtidos nas leituras espectrofotométricas.

O grafico ilustrativo (Figura 2) destaca os isolados classificados como fortes produtores
de biofilme, permitindo uma melhor visualizagao da capacidade de cada tratamento em formar
biofilme. Como esperado, o controle negativo apresentou baixa densidade optica, confirmando

a adequagdo dos parametros experimentais utilizados para a determinacdo do ODc.

Figura 2 — Isolados bacterianos classificados de acordo com a formacao de biofilme.
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(AB= Azospirillum brasilense, BA= Bacillus aryabhattai, BAM= Bacillus amyloliquefaciens, BL= Bacillus
licheniformis, BP= Bacillus pumilus, BPL= Bacillus paralicheniformis, BR= Bradyrhizobium japonicum, BS=
Bacillus subtilis, BSF= Bacillus safensis, BSIA= Bacillus siamensis, BSP= Bacillus sp., BSSS= Bacillus safensis
subsp. safensis, BT= Bacillus thuringiensis, BV= Bacillus velezensis, PM= Paenibacillus mucilaginosus, SA=

Streptomyces avermitilis, CN= Controle negativo).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Estudos anteriores apontam que bactérias com alta capacidade de formagao de biofilme
apresentam vantagens adaptativas, como maior resisténcia a antimicrobianos e maior
persisténcia em superficies inertes (SILVA et al., 2023; SOUZA & ALMEIDA, 2021). Dessa
forma, os isolados identificados como fortes produtores de biofilme podem representar desafios
adicionais em contextos em que o controle microbiologico ¢ essencial na agricultura.

Os resultados obtidos corroboram as investigagdes semelhantes conduzidas por Santos
et al. (2022) e Pereira et al. (2020), nos quais bactérias pertencentes a Escherichia,
Pseudomonas e Staphylococcus apresentaram comportamento semelhante no que diz respeito
a capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme.

Portanto, a identifica¢do de isolados bacterianos com forte capacidade de formagao de
biofilme refor¢a a importancia de estratégias eficazes para controle € monitoramento dessas

populacdes em ambientes suscetiveis a contaminacdo microbiana (MENDES et al., 2019).

4.5 Producao de indculo para aplicacio em campo
A producao do inoculo foi realizada seguindo as condi¢des estabelecidas para o
crescimento dos isolados bacterianos. O cultivo em meio de cultura liquido resultou em uma

suspensdo com densidade Optica ajustada a 108 UFC/mL, garantindo a viabilidade celular para
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aplicagdo. No entanto, a etapa de aplicacdo em campo ndo pdde ser conduzida devido as
condi¢des climaticas desfavoraveis e limitagdes logisticas, o que impediu a avaliacdo da
eficacia dos isolados em condigOes naturais.

A auséncia dessa etapa limita a analise do desempenho dos microrganismos no ambiente
alvo, uma vez que fatores como competicdo microbiana, condi¢des edafoclimaticas e
estabilidade do in6culo poderiam influenciar seus efeitos (SOLUSOLO, 2023). Estudos
anteriores destacam que a formulacgao e o método de aplicagdo sao determinantes para o sucesso
dos bioinsumos no campo, sendo necessario validar sua eficacia além das condigdes controladas
de laboratorio (BARROS et al., 2023).

Diante disso, recomenda-se que ensaios futuros contemplem estratégias para garantir a
viabilidade da aplicacdo, como testes em ambiente protegido antes da experimentagdo em
campo ou ajustes na logistica de producdo e armazenamento do indculo. Além disso, a
caracterizagdo da estabilidade do indculo ao longo do tempo pode fornecer informagdes

valiosas para a defini¢do do melhor periodo para sua utilizagdo (HUNGRIA et al., 2022).
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5 CONCLUSAO

O estudo demonstrou que isolados bacterianos provenientes de regides do estado de
Sergipe possuem potencial para o controle biologico de Colletotrichum spp., agente causal da
podridao floral dos citros. Os testes in vitro indicaram que os isolados Streptomyces avermitillis
e Azospirilum brasilense, apresentaram elevada inibi¢do do crescimento micelial dos
patogenos, destacando-se como candidatos promissores para biocontrole. A utiliza¢do de cepas
nativas, oriundas da mesma regido onde a doenga ocorre, pode favorecer sua adaptacio e
competitividade no ambiente, aumentando a eficicia do controle biologico. Além disso, a
capacidade de formagdo de biofilme pode favorecer a sobrevivéncia e eficacia desses
microrganismos no ambiente. Apesar da impossibilidade de testes em campo, os resultados
obtidos reforcam a viabilidade do uso dessas bactérias para o manejo sustentavel da doenga,

indicando a necessidade de estudos adicionais para validagao em condigdes naturais.
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