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RESUMO

A pinta preta da batata, causada por Alternaria
solani, € uma das doencas foliares mais
difundidas e uma das mais importantes nesta
cultura no mundo. Tradicionalmente, o controle
desse patdgeno é realizado por meio da aplicacdo
de agroquimicos. No entanto, cada vez mais se
promove o uso de diferentes alternativas para
reduzir o uso de pesticidas quimicos que afetam o
ecossistema, entre estas encontra-se o controle
biolégico com microrganismos ou  seus
metabolitos. As pseudomonas fluorescentes,
pelas qualidades que apresentam, estdo entre as
mais investigadas a esse respeito. O objetivo deste
trabalho é avaliar o efeito antagonico de trés cepas
de Pseudomonas do grupo florescente contra uma
cepa patogénica de A. solani, de batata. Seu
potencial como antagonista contra o patégeno foi
determinado em diferentes testes de cultura dupla
in vitro. As cepas de Pseudomonas apresentaram
evidente antagonismo, com alto efeito inibitorio
sobre o crescimento do patdgeno, destacando-se a
cepa de P. protegens PF5 com maior competéncia

ABSTRACT

The potato’s early blight caused by A. solani is
one of the most widespread foliar diseases, and
one of the most important of this crop wide
world. Traditionally, the control of this
pathogen is carried out through the application
of agrochemicals. However, the use of
different alternatives to reduce the use of
chemical pesticides that affect the ecosystem is
increasingly promoted, among these there is
the biological control with microorganisms or
their metabolites. The fluorescent
pseudomonas are the must investigated for this
propose. The objective of the work was to
evaluate the antagonistic effect of three strains
of P. fluorescent against one pathogen strain of
A. solani, from potato crop. Their potentialities
as antagonists on the pathogen was determined
in different dual culture tests in vitro. The
strains of Pseudomonas presented evident
antagonism, with a high inhibitory effect of the
pathogen growth, with outstanding
competence for the substrate and apparent
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pelo substrato e aparente micoparasitismo. Esses micoparasitism, the strain of P. protegens PF5.
resultados mostram a importancia da cepa These results evidence that this strain could be
selecionada, como promissora para o controle promissory for the biological control of this
bioldgico desse patdgeno na cultura da batata. pathogen in the cultivation of the potato crop.

Keywords: Pseudomonas  fluorescens,

Palavras-chave: Pseudomonas fluorescens, Alternaria solani, biological control.

Alternaria solani, controle bioldgico.

Introducéo

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.) € originario dos Andes e constitui uma das
contribui¢es mais importantes da regido andina, por ser um dos alimentos mais consumidos e
apreciados e por favorecer decisivamente a seguranca alimentar de toda a humanidade
(Herndndez—Mansilla et al., 2017; Ojeda-Quintana et al., 2020). A batata, juntamente com o
milho (Zea mays L.), o trigo (Triticum aestivum L.) e o arroz (Oryza sativa L.), esta entre as
quatro culturas mais importantes do mundo (Martin e Jerez, 2017; Ojeda-Quintana et al., 2020;
Betancourth et al., 2022). Esta cultura € uma fonte de rendimento econémico para produtores,
comerciantes e industriais em todo o mundo (Ojeda-Quintana et al., 2020). A batata € uma
cultura de importancia econdmica internacional, constitui alimento para grandes populacdes em
diferentes regides do planeta e esta distribuida em mais de 140 paises onde vivem dois tergos
da populacdo mundial (Hernandez—Mansilla et al., 2017; Ojeda-Quintana et al., 2020). Em
Cuba ocupa o primeiro lugar entre raizes e tubérculos; constitui um alimento muito valorizado
na alimentacdo da populacdo, por isso € uma necessidade para cientistas e produtores
conseguirem aumentos na producao e qualidade deste tubérculo (MINAG, 2016; Martin e Jerez,
2017).

A cultura da batata é afetada por doencas causadas por fungos, bactérias, virus e outros, que
infectam diversos 6rgdos da planta e, em maior ou menor grau, seus rendimentos. Como
consequéncia do fato de que a planta se multiplicar, fundamentalmente, a partir de tubérculos,
estes podem espalhar pragas em areas agricolas (Acufia et al., 2021). A incidéncia de doencas
causadas por fungos patogénicos constitui um dos principais fatores que limita a producéo da
cultura da batata na maioria dos paises tropicais. Dentre estas, a pinta preta, causada pelo fungo
Alternaria solani Sorauer, € uma das doencas foliares mais significativas da cultura no mundo
inteiro (Acufa et al., 2021; Faberi et al., 2022). Esta doenca é considerada de grande
importancia devido a sua rdpida disseminacao e poder destrutivo, pois ataca folhagens, caules
e tubérculos (Acufia et al., 2021; MINAG, 2016), o que leva a perdas de até 30% do rendimento
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em &reas com condicGes climéticas favoraveis (MINAG, 2016; Acufia e Sandoval, 2017; Acufia
etal., 2021). A pinta preta, além do cultivo da batata, afeta significativamente o tomate (Ricardo
et al., 2013; Chohan et al., 2015).

Tradicionalmente, em muitos paises, productores da batata, o controle deste patogeno é
realizado através da aplicacdo de fungicidas nas sementes, folhagens e solo com resultados
favoraveis (Ahmed, 2017; Gupta et al., 2020). Porém, o uso continuado destes resulta em
efeitos nocivos ao meio ambiente, devido a sua toxicidade e residualidade; faz com que se
acumulem nas aguas, no solo, nas plantas e nos animais, além de gerar resisténcia em
fitopatdgenos e prejuizos a saide humana (Saccsa, 2015; Cang et al., 2018). Apesar do
conhecimento existente sobre a doenca e seu controle, ela é um dos principais fatores limitantes
da producéao de batata no mundo (Hollingshead, 2015; Pérez et al., 2016; Ahmed, 2017). Isto
adquire maior importancia, pois uma maior fertilizacdo com nitrogénio leva ao aumento da
incidéncia de A. solani e, com isso, a diminuicéo da produtividade (Fundora et al., 2010; Acufia
etal., 2021).

No mundo, € cada vez mais incentivada a utilizacdo de diferentes alternativas para reducéo de
agrotoxicos que afetam o ecossistema com intuito de produzir alimentos saudaveis, o que
justifica plenamente a necessidade de busca por outros métodos menos agressivos para o0
controle de A. solani, como sdo os Agentes de Controle Biolégico (ACB). Dentre estes
destacam-se 0s isolados do género Pseudomonas spp. do grupo fluorescente (Fontes e
Valadares-Inglis, 2020; Betancourth et al., 2022; Carrillo e Ramirez, 2022).

As espécies de Pseudomonas do grupo fluorescente mais relevantes para a agricultura séo P.
fluorescens e P. putida, que ratificaram a eficiéncia desse género no desenvolvimento e
produtividade de plantas (Quispe et al., 2022; Adviany et al., 2023). Tais microrganismos sao
conhecidos principalmente como bactérias promotoras de crescimento de plantas e
indiretamente como agentes de controle bioldgico de doencas de plantas tém sido utilizados
para biocontrole (Guimarées et al., 2021; Santos-Torres et al., 2021; Silva et al., 2021; Carrillo
e Ramirez, 2022; Dias e Santos, 2022). A utilizacdo de agentes de controle bioldgico bacteriano

€ uma opgao promissora para o controle de doencas.

Neste contexto e com a finalidade de contribuir na solugdo de problemas de doencas na cultura
da batata através da integracdo de diferentes ferramentas de manejo, o objetivo deste trabalho
foi avaliar in vitro o efeito antagonico de trés cepas de Pseudomonas spp. do grupo fluorescente

contra uma cepa patogénica de A. solani, patégeno da cultura da batata.
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Material e Métodos
Origem de culturas microbianas e producéo de in6culo

O trabalho foi realizado no Laboratério de Bacteriologia Vegetal do Centro Nacional de
Sanidade Agropecuaria (CENSA) (Latitude 22.991867; Longitude -82.153892), provincia de
Mayabeque, Cuba.

Como agente de controle bioldgico, as cepas Pseudomonas protegens Pf-5 (ATCC® cepa
referéncia BAA-477™) isoladas de solo no Texas, EUA (Majumder et al., 2014), Pseudomonas
putida AJ13 e Pseudomonas fluorescens AlO5, obtidas da rizosfera da variedade de arroz J -
104 em solo Ferruginoso Cromo-Nodular Gley Vertic, com atividade antagonista contra
Pyricularia grisea (Sacc.) (Hernandez-Rodriguez et al., 2010), cepas pertencentes a Cole¢édo

de Culturas Microbianas da Faculdade de Biologia da Universidade de Havana, Cuba.

Para obtencdo dos indculos a serem utilizados em todos 0s experimentos, as trés cepas foram
semeadas em placas de Petri contendo meio King B (BIOCEN) e incubadas por 24 h a 28°C.
Posteriormente, foram transferidos para tubos de ensaio com 5 ml de meio liquido de Caldo
Nutriente (CN) (BIOCEN) e incubados a 28°C por 48 h em agitagdo numa saranda de marca
Thys 2 a 150 rpm. Transcorrido este tempo, foram preparadas suspensdes bacterianas a uma
concentracéo final de 108 UFC assim como o filtrado das mesmas, que foram utilizadas em

cada um dos experimentos.

Como agente patogénico, se utilizou a cepa de Alternaria solani No. 160, previamente isolado
de folhas de batata com sintomas tipicos de pinta preta, da provincia de Las Tunas, pertencente
ao acervo do Laboratorio de Micologia Vegetal do CENSA. Para obtencdo dos indculos a
utilizar, do micélio do fungo se retiraram discos de 5 mm de diametro e semeados em placas de
Petri com meio Batata Dextrose Agar (PDA) (BIOCEN) se incubaram por sete dias a 30+1°C

€ No escuro.

Atividade antagdnica de cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes contra A. solani em

diferentes meios de cultura

Para realizar esta experiéncia, discos de micélio do patdégeno foram embebidos durante 5
minutos em cada uma das suspensfes de células bacterianas, obtidas conforme descrito
anteriormente. Dos discos tratados, alguns foram semeados, individualmente, no centro das
placas de Petri (90 mm @) com meio PDA e os demais, em nutriente 4gar (NA) da mesma

forma. As placas, com os discos do patdgeno, foram incubadas a 30+1°C no escuro. Os
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controles foram tratados da mesma forma que os tratamentos, com a diferenca de que alguns
discos do fungo foram embebidos em &gua destilada estéril e outros em meio de cultura NA.

Para cada tratamento foram realizadas trés repeticdes.

A atividade antag6nica da bactéria foi determinada através de medicGes do diametro de
crescimento das coldnias do fitopatdgeno na presenca da bactéria com o uso de uma regra
graduada, as 72, 120 e 168 horas. Se utilizou um desenho completamente aleatorio. Se
determinaram as percentagens de inibicdo com base no controle, de acordo com a férmula de
Abbott (CIBA-GEIGY, 1981) e processado de acordo com o teste de comparacéo de proporcdes
(método Wald para correc@es) (Castillo e Miranda, 2014).

Efeito fungistatico de cepas de Pseudomonas sp. no crescimento de A. solani

Para determinar o efeito fungistatico das cepas de Pseudomonas sobre o patdgeno da batata A.
solani, das suspensdes bacterianas de cada cepa, obtidas conforme descrito anteriormente, 2,5
ml foram filtrados através de filtros milipore de 0,20 pm (Sartorios). Se incorporou
separadamente 10 ul das suspensdes bacteriana no borde da placa com meio de cultura PDA e
igual volume do filtrado da suspenséo bacteriana. Se inclinou a placa a um angulo, estendendo
cuidadosamente a gota da suspensdo ao longo do comprimento da placa em forma de faixa e se
inoculou um disco de A. solani nos ambos lados da faixa. Para as placas controlos, as faixas
foram formadas da &gua destilada estéril, se inoculou um disco de A. solani em ambos lados da

faixa.

As placas foram incubadas a 30£1°C e no escuro. Se avaliou o crescimento micelial de A. solani
com o uso de uma regra graduada, as 72, 120 e 168 horas. Se utilizou um desenho
completamente aleatdrio. Se determinaram as percentagens de inibi¢cdo com base no controle,
de acordo com a formula de Abbott (CIBA-GEIGY, 1981) e processado de acordo com o teste

de comparacéo de propor¢oes (método Wald para correcdes) (Castillo e Miranda, 2014).

Efeito antagdnico de cepas de Pseudomonas contra A. solani através de difusdo no meio

de cultura

Procedemos conforme descrito por Yesid e Sanchez (2012), para o método de perfuracéo
(pocos). Foram feitos quatro furos de 5 mm de didmetro em placas de Petri com 15 ml de meio
de cultura BDA e em cada um deles foram depositados 50 pl de cada suspensdo bacteriana,

individualmente, com micropipeta.

No centro de cada placa foi colocado um disco de miceélio de A. solani, obtido de col6nias com

sete dias de crescimento, e igual volume, mas de 4gua destilada estéril, foi colocado nos po¢os
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controle. Foram realizadas cinco repeti¢cdes para cada tratamento. O crescimento micelial do
patdgeno foi avaliado com régua graduada aos 72, 120 e 168 horas. Se utilizou um desenho
completamente aleatorio. As percentagens de inibicdo foram determinadas conforme formula
de Abbott (CIBA-GEIGY, 1981) e processadas conforme teste de comparacdo de proporcoes
(método de Wald por corre¢des) (Castillo e Miranda, 2014).

Determinacgéo de metabdlitos inibidores de crescimento de A. solani por difusdo no meio

de cultura

A cepa bacteriana com maior inibi¢éo do crescimento do patdgeno na epigrafe 3.4, foi escolhido
para determinar a presenca de metabdlitos com possivel atividade toxica em A. solani no meio
de cultura. Do experimento anterior, por¢des (15 x 7 mm) do meio de cultura sem presenca
visual de crescimento microbiano foram extraidos do zona de interacdo bactéria-patogeno. As
porcdes extraidas foram depositadas no centro de placas de Petri de 70 mm @, com meio de
cultura BDA e sobre estas se colocou um disco (5 mm @) de micélio do patégeno. O controle
consistiu de placas de Petri inoculadas da mesma forma que as anteriores, mas com porg¢des do
meio de cultura das placas de controle do experimento anterior. Cinco réplicas foram feitas para
cada tratamento. Se avalio o crescimento micelial do patbgeno com uma régua graduados, em
72, 120 e 168 horas. Se utilizou um desenho completamente aleatorio.

Por¢do de meio de cultura sem a presenca Por¢do de meio de cultura sem a presenca
de crescimento microbiano de crescimento microbiano

Disco micelial do
patégeno

Placas de Petri com
meio de cultura BDA

Suspenséo
bacteriana Disco micelial do

patégeno
Figura 1. Representacdo grafica do método de determinacdo da presenca de metabdlitos

difusiveis no espaco entre o patdégeno (A. solani) e a bactéria (Pseudomonas spp.).
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Efeito fungistatico de cepas de Pseudomonas no crescimento de A. solani (mistura do
patdgeno no meio de cultura)

A partir de micélio de A. solani de coldnias que cresceram por uma semana em placas de Petri
com meio PDA. Se adicionou fraccionadamente 30 ml de agua destilada estéril nas placas de
Petri de A. solani e cuidadosamente se raspou o contetudo da placa com uma espatula. Os
fragmentos miceliais mais grandes foram macerados, a suspensdo ajustada para uma

concentragéo de 108 UFC se filtrou com papel de filtro.

Em um Erlenmeyer contendo 135 ml de meio PDA a uma temperatura de aproximadamente
40%, se verteu 15 ml do filtrado da suspensdo micelial do patdégeno, a mistura se verteu em
placas de Petri. Apds a solidificagdo do medio de cultura misturado, se inoculou 10 pl da
suspensdo bacteriana no centro da placa respectivamente e com uma espatula de Drigalsky a
gota foi espalhada uniformemente por toda a placa. Se usaram como variantes as cepas
antagonicas (PF5, AIO5 e AJ13) e A. sonali (160) com trés repeti¢des por variante. Como
controles foram utilizadas placas de medio de cultura misturado e o outro controle com placas
de PDA inoculadas com a suspensao bacteriana. As placas foram incubadas a 30+1°C e no

escuro. Se avaliou o numero de coldnias do patdégeno as 72, 120 e 168 horas.
Acéo preventiva contra cepas de Pseudomonas no crescimento de A. solani

Em placas de Petri contendo PDA, 10ul de cada uma das suspensfes bacterianas foram
inoculados separadamente no centro da placa e espalhados uniformemente com espatula de

Drigalsky.

A suspensdo micelial de A. solani foi obtida conforme descrito no experimento anterior. A
suspensdo micelial foi pulverizada assepticamente nas placas com crescimento bacteriano de
24 horas. Os controles foram placas de Petri com meio PDA que, ap6s 24 horas, foram
inoculadas com a suspensdo micelial. Todas as placas foram incubadas a 30+£1°C. Cinco
réplicas foram realizadas por variante. Se avaliou o nimero de coldnias aos 72, 120 e 168 horas.
As percentagens de inibicdo foram calculadas segundo a formula de Abbott (CIBA-GEIGY,

1981) e processados segundo o teste de comparagédo de proporgdes.

A selecdo da(s) cepa(s) bacteriana(s) com maior atividade antagbnica contra A. solani foi

realizada com base nos resultados obtidos nos diferentes testes, sob os seguintes critérios:
I. A cepa causa pelo menos 50% de inibicéo do crescimento do patdgeno em relacdo ao controle.

I. A cepa tem acdo preventiva e fungistatica, reduzindo em 60% o numero de col6nias do

patégeno, em comparagao ao controle.
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Resultados e Discussao

Atividade antagonica de cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes contra A. solani em

diferentes meios de cultura

As cepas de Pseudomonas spp. inibiram o crescimento de A. solani no meio de cultura NA,
com diferengas significativas em relagdo aos controles, em todos os momentos de avaliagio
(Tabela 1). Também foi observado efeito inibitdério no meio PDA, com excecdo da cepa AJ13,
cujo efeito apresentou diferencas significativas em relacdo aos controles apenas no sétimo dia
de avaliagdo. Em ambos os meios de cultura, de maneira geral, a cepa P. protegens Pf-5
apresentou melhor desempenho quando comparada as outras duas cepas.

O meio PDA favoreceu o crescimento fungico (Tabela 1). Guerra et al. (2011) observaram, em
suas pesquisas, que o meio de cultura NA favoreceu o crescimento de Pseudomonas, ja que no
meio de cultura PDA o seu desenvolvimento foi minimo. Similares resultados foram obtidos
por Gupta et al. (2020) quem encontraram répido crescimento de Pseudomonas no meio de

cultura &gua agar com respeito ao meio PDA.

Tendo em consideracdo ambos 0s aspectos, infere-se que para selecionar a cepa bacteriana com
maior efeito sobre o fungo fitopatogénico é mais adequado realizar os experimentos em meio
PDA, para que o fungo seja favorecido em seu crescimento e que a bactéria, apesar de estar em
condicBes ndo 6timas, demonstra seu potencial como agente de controle bioldgico, afirmacao

que coincide com o que relatado por Tekiner et al. (2019).

Tabela 1. Efeito inibitério da suspensdo bacteriana de trés cepas de Pseudomonas no

crescimento micelial (mm) de A. solani em dois meios de cultura

Crescimento de patdgeno (mm) em dois meios de cultura
Cepas Nutriente agar (NA) Potato dextrose agar (PDA)

bacterianas 72 h 120 h 168 h 72 h 120 h 168 h
Pf-5 0,20a 0,40a 0,50 a 4,00 a 10,20 a 1180a
AJ13 2,80b 9,60 c 1240¢ 8,60 b 18,20 b 23,80 c
Al05 0,50a 540b 9,20 b 4,40a 11,80 a 21,40 b
Control NC 4,20 c 12,40d 15,00 d 9,60 b 19,00 b 33,20 e
Control H20 4,80 c 13,80 e 16,60 e 9,40 b 18,40 b 31,00d
ESX 0,40 1,01 1,17 0,52 0,79 1,56
CcVv 0,80 0,61 0,55 0,36 0,25 0,32

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05, segundo teste de Tukey)
A cepa AIO5 manteve diferencas significativas com o controlo, embora sua atividade
antagbnica tenha diminuido na dltima avaliagdo. A cepa AJ13 apresentou diferencas

significativas em relacdo aos controles apenas as 168 horas apos a avaliacdo. De modo geral, a
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cepa Pf-5 de P. protegens apresentou maior inibi¢cdo quando comparada as outras duas cepas

em todos os momentos de avaliagéo.
Efeito fungistatico de cepas de Pseudomonas fluorescens no crescimento de A. solani

As suspensoes bacterianas tém efeito fungistatico no crescimento A. solani em comparagdo com
o controlo, que por sua vez é significativamente maior que o efeito dos metabdlitos (Tabela 2).
Os metabdlitos das cepas de Pseudomonas ndo apresentaram diferencas significativas entre si,
em termos de efeito inibitdrio sobre o crescimento de A. solani. Apenas os metabdlitos da cepa
PF-5 apresentaram efeito inibitério com diferencas significativas em todos os momentos de
avaliacdo em relagdo ao controlo, com exce¢do dos metabdlitos da cepa Al-05 apos as 72 horas
de avaliacdo. Isto demonstra que o efeito inibitério dos metabolitos no crescimento de A. solani

in vitro é inferior ao exercido pelas suspensdes bacterianas.

Tabela 2. Efeito inibitério dos metabdlitos e suspensdes bacterianas das trés cepas de

Pseudomonas no crescimento micelial de A. solani

Cepas Inibicdo em mm

bacterianas 72 h 120 h 168 h
PF5-metabolitos 10,67 c 17,00 ¢ 28,00 c
AJ-13- metabolitos 12,00 cd 20,00 cd 31,67 cd
Al-05- metabolitos 11,67cd | 19,67 cd | 30,33 cd
PF5- SB 1,83 a 5,33 a 12,00 a
AJ-13- SB 533D 10,67 b 23,33 b
Al-05- SB 3,33 ab 10,33 b 21,33 b
Controlo H,O 14,33 e 23,67 ¢ 33,00 d
ESx 0.95 1.32 1.43
C. V. 0.51 0.41 0.26

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05, segundo teste de Tukey)

De forma geral os resultados obtidos neste trabalho demonstram que tanto a suspenséo
bacteriana como os metabolitos da cepa PF5 de P. protegens tém um efeito fungistatico
significativo sobre o crescimento de A. solani in vitro (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Efeito fungistético da cepa PF5 de P. protegens sobre o crescimento de A. solani. a.

Interacdo suspensdo bacteriana - patégeno. b. Controlo.

P. fluorescens Pf-5 produz quatro metabdlitos toxicos para fungos e oomicetos, importantes no
biocontrole: dois policetideos pioluteorina e 2,4-diacetilfloroglucinol, triptofano clorado
derivado da pirrolnitrina e cianeto de hidrogénio, que sdo formados pela oxidacdo da glicina
(Alvarez-Garcia et al., 2020).

Figura 3. Efeito metabolico da cepa PF5 de P. protegens sobre o crescimento de A. solani. a.

Interacdo filtrado da suspensdo bacteriana - patogeno. b. Controlo.

Os resultados obtidos neste trabalho coincidem com os resultados obtidos por Gupta et al.
(2020) quem observaram no seu estudio 73.6 % de inibicdo do crescimento de Alternaria

brassicae (Berk.) Sacc frente a 0s 16 isolados bacterianos de Pseudomonas fluorescentes.

Estes resultados ndo coincidem com os relatados por Hernandez-Rodriguez et al. (2010) que
demonstraram que quando os 17 isolados de Pseudomonas fluorescentes, incluindo AlO5 e
AJ13, foram confrontados com um isolado de Curvularia sp., todos apresentaram efeito
antagbnico contra o fitopatdgeno, engquanto contra A. solani seu antagonismo foi fraco.
Também ndo concordam com os resultados obtidos por Izzeddin e Medina (2011), pois
obtiveram inibicao do crescimento de Fusarium monilliforme Sheldon e Phytophthora spp. em
mais de 5 mm com metabdlitos de cepas de Pseudomonas as 120 h; nem com os de Magesh et
al. (2018) que obtiveram reducéo no crescimento de A. solani de 5,56 mm com a cepa Pf-5 as
360 h, enquanto no presente ensaio, as 72 e 168 h de avaliagdo, a inibi¢do foi de 2,66 e 4,5 mm,

respectivamente. E possivel que essas diferencas sejam devidas as cepas de Pseudomonas e/ou
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aos patogenos utilizados no ensaio, 0 que reafirma que a selecdo de cepas como agentes de
controle bioldgico é de grande importancia.

Trabalhos recentes enfatizam a acdo dos metabdlitos dessas bactérias como antifungicos
(Fleitas e Gabrovski, 2014; Acebo-Guerrero et al., 2015; Magesh et al., 2018). No entanto,
Majumder et al. (2014), Noriega-Toledo et al. (2016) e Tekiner et al. (2019) concordam que o
sucesso de Pseudomonas como agente de controle bioldgico contra doencas flngicas de plantas
se deve aos seus mecanismos de acdo como: a producdo de diversos metabolitos antifungicos
que contribuem para a inibicdo do crescimento, a producdo de sideroforos, a liberagdo de
antibioticos, a producdo de enzimas liticas, parasitismo, competicdo por nutrientes e espaco e
inducdo de resisténcia (Adviany et al., 2023). Eles ressaltaram que essas bactérias ndo utilizam
um Unico mecanismo, mas em alguns casos varios podem ocorrer simultaneamente ou em

sucessdo, 0 que garante o controle do fitopatogeno.

Efeito antagonico de cepas de Pseudomonas contra A. solani através difusdo em meio de

cultura

As suspensdes bacterianas das trés cepas de Pseudomonas apresentaram efeito inibitério sobre
A. solani, mesmo sem contato com o patdgeno. Os metabolitos produzidos pela cepa Pf-5
causaram a maior inibi¢do do crescimento fungico (Figura 4), com diferencas significativas em
relacdo aos demais tratamentos. Embora os resultados obtidos com a cepa AJ13 tenham sido
significativamente diferentes daqueles do controle a partir do quinto dia, a inibicdo mais baixa

foi alcancada nesta cepa (Tabela 3).

D

A B C
Figura 4. Figura 5. Efeito antagdnico dos metabolitos de cepas de Pseudomonas contra A. solani
as 168 horas. A: AJ13; B: Pf-5; C: AIO5 e D: Controlo
Tabla 3. Efecto inhibitorio de las suspensiones bacterianas de Pseudomonas sobre el
crecimiento micelial (en mm) de A. solani (cepa No. 160)

Cepas Diametro da colonia em mm
72 h 120 h 168 h
Pf-5 6,0a 10,0 a 11,80 a
AJ13 11,20 c 18,40 c 23,80 C
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AIl05 9,40 b 14,20 b 21,40b
Controlo H,O 12,40 c 20,80 d 33,20 d
ESx 0,47 0,79 1,43
CVv 0,26 0,27 0,35

Médias com letras diferentes, na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05, segundo teste de Tukey)

Villamil et al. (2015) avaliaram a eficacia da atividade antagonista de microrganismos nativos
isolados do solo e observaram que uma cepa de P. fluorescens reduziu o crescimento de
Moniliophthora roreri Cif & Par. Além disso, documentaram que é possivel que 0 mecanismo
exercido pela bactéria seja a antibiose, devido a producdo de metabolitos secundarios volateis
ou difusiveis, mas que em qualquer caso, sem entrar em contato fisico com o patdgeno, estes

podem inibir ou restringir sua crescimento.

Determinacgdo de metabdlitos inibidores de crescimento de A. solani por difusdo no meio

de cultura

Foi demonstrado que no espaco existente na placa, entre o patdgeno e a cepa Pf-5, havia a
presenca de metabdlitos difusos no meio de cultura, pois conseguiram reduzir o crescimento do
patdgeno no disco proveniente da referida area (Fig. 5). Na literatura consultada ndo foram
encontrados antecedentes de analise dos modos de acdo desta bactéria para o controle de A.

solani.

A B

Figura 5. Efeito inibitorio dos metabolitos da cepa Pf-5 contra A. solani as 168 horas. A. disco
micelial do patégeno cultivado em fragmento de meio de cultura PDA com metabdlitos da cepa.

B. crescimento do patogeno em fragmento de meio de cultura PDA sem metabdlitos (Controle).

A emissdo de compostos volateis é outro mecanismo que faz com que as cepas de Pseudomonas

fluorescens tenham diferentes graus de antagonismo contra fungos fitopatogénicos.

Alvarez-Garcia et al. (2020) apontaram que cepas de Pseudomonas spp. suprimem o
desenvolvimento de patdgenos e apresentam altos percentagens de inibicdo devido a sua
capacidade de produzir metabdlitos de natureza antibidtica, como pioluteorina, pirrolnitrina,
acido carboxilico 1-fenazina e 2,4 diadetilfloroglucinol. Os resultados deste experimento
32
Gakegne, E. R.; Coca, B. M.; Marquez, O. P.; Rodriguez, H.; De La Fe, Y. (2024). Efeito inibitério de Cepas de Pseudomonas

do grupo fluorescente sobre o crescimento de Alternaria sonali SOR, isolado da cultura da batata. RECUJES: Huambo. e-
ISSN: 3006-9688, Vol. 02, n.° 01, p. 21-39.



Revista Cientifica da Universidade José Eduardo dos Santos

corroboram com a confirmacdo destes autores, deveria se realizar pesquisas necessarias para
identificar os metabdlitos da cepa de Pseudomonas protegens envolvidas no antagonismo

contra o patégeno em estudo.
Acdo preventiva contra cepas de Pseudomonas no crescimento de A. solani

Todas as cepas de Pseudomonas em estudo inibiram as col6nias do fungo fitopatogénico com
diferengas significativas entre elas (Tabela 4). A cepa Pf-5 se destacou com mais de 70% de
inibicdo, seguida pelas cepas Al05 e AJ13, que apresentaram o0 menor efeito inibitério em todos
os tempos avaliados (Fig. 6). Esta atividade é um elemento importante que poderia ter
implicacdo na epifitiologia da doenga no campo, pois pode-se inferir que poderia reduzir o

namero de lesBes nas folhas e, assim, limitar o desenvolvimento da epifitia.

Este efeito das cepas bacterianas deve estar relacionado aos metabolitos toxicos ao fungo, que
elas excretam no meio, portanto o patégeno diminuiu 0 nimero de col6nias em relacdo ao
controle. Ap6s 120 h, a atividade da cepa Pf-5 permaneceu constante, sendo seu efeito
preventivo ainda maior ao longo do tempo. Embora as cepas AlO5 e AJ13 apresentassem menos
colbnias que o controle, a porcentagem de coldnias de A. solani nesses tratamentos continuou
aumentando nas avaliacdes de 120 e 168 horas. E possivel que o efeito inibitério da suspenso
bacteriana diminua ao longo do tempo devido ao esgotamento de nutrientes no meio (Tabela
4).

Tabela 4 Acdo preventiva de cepas de Pseudomonas no crescimento A. solani

Cepas *Percentagem de inibicdo do nimero de colbnias
bacterianas 72 h 120 h 168 h
Pf-5 74,61 a 74,23 a 79,51 a
AJ13 1528 ¢ 8,71 c 577¢
Al05 52,36 b 37,75 b 35,06 b
ESx 4,94 6,01 8,19

Meédias com letras diferentes, na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05, segundo teste de Tukey)

*Andlise de proporcdes (Método Wald por correcgdes)
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A B c

Figura 6. A¢do preventiva de cepas de Pseudomonas no crescimento A. solani as 72 horas A:
Pf-5; B: AlO5; C: AJ13 e D: Controle.

D

Efeito fungistatico de cepas de Pseudomonas no crescimento de A. solani (mistura do

patdgeno no meio de cultura)

As cepas de Pseudomonas inibiram o ndmero de col6nias de A. solani mesmo quando o
patogeno foi misturado ao meio de cultura, em comparacdo ao controle. No entanto, houve
diferencas nos resultados entre as cepas. O efeito fungistatico mais evidente foi produzido pela
acdo da cepa Pf-5, com diferencas significativas em relacdo as demais cepas ao longo do ensaio
(Tabela 5).

Tabela 5: Efeito fungistatico de cepas de Pseudomonas contra A. solani.

Cepas *Percentagem de inibicdo do nimero de coldnias
bacterianas 72 h 120 h 168 h
Pf-5 65,38 a 62,70 a 67,26 a
AJ13 1991c 13,27 b 1150 c
Al05 40,50 b 21,74 b 27,08 b

ESX 4,10 3,92 5,49

Meédias com letras diferentes, na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05, segundo teste de Tukey)

*Andlise de proporcdes (Método Wald por correcgdes)
A cepa Pf-5 apresentou alto percentagem de inibicdo de coldnias de patdgenos (superior a 60%),
porém menor que na agao preventiva, o que mostra que existem alguns metabdlitos que atuam
nas coldnias do fungo nos estagios iniciais de seu desenvolvimento. No entanto, esta hipétese

precisa de demonstracao.

Esta cepa de P. protegens também provoca alteragfes na intensidade da cor marrom das
coldnias de A. solani, que diminui, em comparagdo com as demais cepas e o controle (Fig. 7).
Esta atenuacdo da cor torna-se mais visivel as 168 horas, portanto este aspecto deve ser estudado

posteriormente, a fim de esclarecer se existem danos fisioldgicos causados pela bactéria no
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fungo, e sua influéncia na sua patogenicidade, o que poderia reduzir a viruléncia do

fitopatdgeno e, portanto, o desenvolvimento da doenca.

A B ¢ P

Figura 7. Efeito fungistatico de cepas de Pseudomonas contra A. solani (mistura de patégenos
no meio de cultura) as 168 horas. A: PF-5; B: Al05; C: AJ13 e D: Controle.

A diminuicdo do nimero de col6nias do fungo nos ensaios preventivos e fungistaticos apresenta
tendéncia semelhante aos resultados relatados por Santoyo et al. (2010) que encontraram maior
inibicdo no tratamento ao inocular a cepa ZUMB80 de P. fluorescens 24 h antes de
Colletotrichum lindemuthianum Briosi & Cavaray, com 76% de inibicdo, em comparacdo as
variantes de inoculagdo simultanea (30%) ou 24 horas depois (28%). Esses autores observaram
padrdo semelhante na agdo preventiva da mesma cepa contra o patégeno Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc, pois quando inoculado 24 horas ap6s a cepa bacteriana,
seu crescimento foi inibido em até 72%. Tekiner et al. (2019) observaram na sua investigacédo

uma taxa de 62,50% de inibicdo da cepa MF 3 de P. fluorescens contra Alternari alternata.

Segundo Santoyo et al. (2010), as altas percentagens de inibicdo detectados com a inoculagao
da cepa P. fluorescens ZUMBS8O0 24 horas antes dos patdgenos podem ser devidos ao fato de que
as bactérias precisam de tempo para sintetizar os metabdlitos secundarios que causam a
inibicdo. Varios autores (Santoyo et al., 2010; Fleitas e Grabowski, 2014; Quispe et al., 2022)
sugerem que Pseudomonas tem alto potencial como agente de controle biol6gico através da

producéo de siderdforos, mas requerem tempo para sintetiza-los.

Santoyo et al. (2010) descobriram que o crescimento do micélio de Phytophthora cinnamomi
Rands foi inibido em até 70%, quando inoculado 24 horas apds uma cepa de P. fluorescens,

enquanto 24 horas antes a inibicdo foi completamente nula.

Os resultados apresentados neste trabalho coincidem com os obtidos por estes pesquisadores.

As cepas utilizadas no presente trabalho apresentaram maior potencial como agentes de controle
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bioldgico, pois conseguiram inibir o patdégeno, tanto 24 horas antes quanto 24 horas apds suas

aplicacdes.

A acdo antagbnica demonstrada neste trabalho coincide com os resultados obtidos por Fleitas e
Grabowski (2014) que conseguiram inibir 17,1% do crescimento de Bipolaris sp. 22,4% do de
Curvularia sp. e 39,3% do Exserohilum turcicum K.J. Leonard & Suggs com cepas de P.

fluorescens.

O método mais comum para controlar doencas nas culturas é a utilizacdo de compostos
quimicos; no entanto, foi comprovado que estes tém consequéncias negativas para 0 ambiente
e para a satde humana (Majumder et al., 2014). Dentre as novas alternativas para o manejo de
doencas de culturas, a utilizacdo de microrganismos com capacidade de restringir o crescimento

de fitopatdgenos torna-se uma op¢ao viavel.

Os principais mecanismos envolvidos no controle bioldgico de fitopatégenos com utilizagéo de
bactérias antagonistas sdo: competicdo por nutrientes, minerais e espago; a sintese de
metabdlitos, como siderdforos, antibidticos, toxinas e biossurfactantes, e a inducdo de
resisténcia sistémica na planta (Acebo et al., 2012; Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Adviany
et al., 2023).

Segundo Plascéncia et al. (2012), um dos grupos de microrganismos avaliados como
controladores de fitopatdgenos, sdo bactérias antag6nicas, dentre as quais se destacam as
pertencentes ao género Pseudomonas, pela capacidade de produzir uma grande variedade de
metabolitos secundarios tdxicos através dos quais exercem atividade antagonica ou inibitdria

contra fungos e bactérias fitopatogénicas (Carrillo et al., 2022).

Porém, embora seja reconhecido o efeito de bactérias da espécie P. fluorescens como agentes
de controle bioldgico, este trabalho demonstra que existem diferencas na eficacia e nos
mecanismos de acao entre os isolados. Dai a necessidade de realizar estudos que aprofundem
as suas caracteristicas, modos de acdo e metabolitos, que sirvam de base para a selecdo das

cepas que se revelam mais promissoras.

Sdo feitas contribui¢cdes ao conhecimento relacionado a versatilidade metabdlica e plasticidade
genética das cepas de Pseudomonas no antagonismo contra A. solani determinando a acdo
preventiva e fungicida da suspensdo bacteriana, bem como o papel dos metabélitos no controle

desse patdgeno.
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Ao analisar os resultados das cepas de Pseudomonas nos testes de antagonismo contra A. solani
(Tabela 6), observa-se que a cepa que atende plenamente aos critérios de sele¢do propostos foi
a Pf-5 de P. protegens, portanto a que foi considerada para os experimentos em condi¢des de

campo.

Na literatura consultada, sdo poucos os trabalhos que fazem anélises abrangentes dos modos de

acdo dessa bactéria, como foi abordado no presente trabalho para o controle de A. solani.

Tabela 6. Selecdo da cepa promissora de acordo com os critérios estabelecidos

Inlblgao do Diminui¢do do nimero Dlml_nuu;ao do ,
crescimento o ) crescimento do patégeno
, de coldnias do patdgeno s~
do patogeno N devido a acdo dos
em 60%, em comparagao .
Cepas de em metabolitos excretados
« ao controle .
Pseudomonas | comparagédo pelo antagonista
spp com o
controle (> Discos Difusivel
50%) as 168 | Preventiva | Fungistatica embebidos | © medio
horas de cultura
Pf-5 64,46 79,51 67,26 + +
Al05 35,54 35,06 27,08 - +
AJ13 28,31 5,77 11,50 - +

Conclustes e Recomendacdes / Ideias Finais

1. As cepas de Pseudomonas apresentam variabilidade na sua capacidade antagonica
contra A. solani em condiges in vitro.

2. A cepa Pf-5 de P. protegens foi a mais promissor para o controle deste patégeno.

3. A cepa Pf-5 mostrou efeito inibitdrio, fungicida e fungistatico sobre o controle de A.
solani.

4. Contudo, outros estudos em escala de campo devem ser realizados para verificar 0s
verdadeiros efeitos desta cepa no controle desta praga e no manejo para ser integrada ao
manejo integrado da doenca no cultivo da batata, aspecto que deve ser testado em

condi¢des de campo.
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