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RESUMO: As culturas agricolas estdo sendo cada vez mais atacadas por microrganismos que causam
baixa produtividade e extremas perdas aos produtores. O uso de produtos quimicos ja ndo apresenta
eficiéncia adequada, sendo entdo introduzido o controle biol6gico, no qual microrganismos
antagonistas, como as rizobactérias, conseguem realizar a inibicdo de patégenos. Este estudo teve
como finalidade a avaliagdo do potencial antagonista da bactéria Pseudomonas fluorescens contra o
fungo Macrophomina spp., utilizando trés métodos diferentes, sendo cultura fungica sobre cultura
antagonista, método da cultura pareada, e método de pareamento com risco central, realizando todo o
experimento em triplicata. As avaliagdes foram realizadas com sete dias ap6s incubagdo em camara de
crescimento B.O.D., realizando-se medi¢do das colénias e calculando-se a porcentagem de
cescimento, submetendo-se em seguida os dados ao teste de Tukey a 5% de significancia. Foi
constatado que a Pseudomonas flurescens foi eficaz na inibicdo de crescimento micelial do fungo
patogénico Macrophomina spp.
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BIOLOGICAL CONTROL IN VITRO OF PSEUDOMONAS FLUORESCENS AGAINST
MACROPHOMINA SPP.

ABSTRACT: Microorganisms that cause low growth rates and extremes for producers are
increasingly attacking agricultural crops. The use of chemical products is no longer sufficient, so that
biological control is introduced, no antagonist of microorganisms, such as rhizobacteria, is able to
inhibit pathogens. This study used the evaluation of a potential antagonist of the bacterium
Pseudomonas fluorescens against the fungus Macrophomina spp., using three different methods, being
fungal culture on antagonist culture, paired culture method, and central risk pairing method,
performing all the triplicate experiment. As tests were performed seven days after incubation in the
B.O.D. growth chamber, using colonies and calculations in the P.G.l. (percentage of growth
inhibition), submitting the data to the Tukey test at 5% significance. The Pseudomonas flurescens was
found to be effective in inhibiting the mycelial growth of the pathogenic fungus Macrophomina spp.
KEYWORDS: Antagonism, microorganism, antibiosis, pathogen.

INTRODUCAO

Uma das principais causas da baixa produtividade de culturas agricolas sdo as doencas
provocadas por patdgenos que habitam o solo e podem causar prejuizos consideraveis com perdas
expressivas na produtividade.



Os microrganismos sdo causadores de inimeras reacdes quimicas relacionadas ao processo de
ciclagem de nutrientes para as plantas, sendo seu uso uma alternativa vantajosa para 0 aumento da
produtividade e reducdo da incidéncia de doencas e pragas.

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) habitam e colonizam as raizes
das plantas induzindo o crescimento vegetal, além de muitas também atuarem na absorc¢do de
nutrientes, como o fosforo, através da solubilizacdo de fosfato, e sintese de fitohormdnios como o
acido indol acético (AlA), e além disto tém a capacidade de produzirem substancias que causam a
inibicdo de patdgenos, controlando assim efeitos deletérios e suprimindo os patégenos presentes por
inducdo de resisténcia (Vessey, 2003; Compant et al., 2005).

No Brasil, as principais culturas agricolas sdo frequentemente acometidas por varias pragas e
doencas que causam sérios danos econdémicos e perdas nas lavouras, podendo ser de origem
bacteriana, fangica, virética ou provocada por nematoides, sendo que as doencas causadas por fungos
atacam do inicio ao final da cultura e preocupam bastante os produtores, citando por exemplo o
Macrophomina phaseolina, responsavel por causar doencas em mais de 500 culturas diferentes,
também chamado de podrid&o de tronco e raizes (Marroni & Germani; 2011).

A doenca provocada pelo fungo Macrophomina phaseolina causa diminuicdo no estande das
plantas no campo, menor qualidade das sementes, além de induzir a maturacéo precoce e morte das
plantas, visto que durante os estadios iniciais de infeccdo do patdégeno na cultura, ndo sdo verificados
sintomas perceptiveis nos 6rgdos aéreos das plantas, pois 0 mesmo ainda apresenta-se latente; quando
as plantas se aproximam do final da estacdo de crescimento e o patdgeno entra em sua fase
necrotrofica, inicia o aparecimento de sintomas como murchas e necrose devido ao bloqueio de feixes
vasculares através de suas estruturas, secrecdo de enzimas e toxinas patogénicas (Bellé & Fontana,
2018).

Um método muito utilizado de controle de patdégenos € o quimico, porém o uso intensivo vem
gerando resisténcia microbiana, além da contaminacdo ambiental, o que tem levado a introducao do
controle bioldgico utilizando microrganismos antagonistas (Moreira et al., 2008; Santos & Silvia,
2014).

O Macrophomina phaseolina é um fungo encontrado no solo, de dificil controle, pois formam
estruturas de resisténcia denominadas microesclerédios, resistindo ao controle quimico, o que leva o
produtor a optar pela rotagdo de culturas e o uso do controle bioldgico (Santos et al., 2010).

Um dos microrganismos que conseguem controlar o Macrophomina phaseolina é a bactéria
Pseudomonas fluorescens devido sua capacidade de producdo de diversos compostos antibidticos
(Santos et al., 2010). A antibiose € a relacdo em que um ou mais metabdlitos produzidos por um
microrganismo causa um efeito danoso sobre outro, inibindo a germinacdo e o crescimento ou
inativando a célula por toxicidade quimica (Mariano et al., 2005).

A competicdo ¢ a relagdo entre organismos vinculados na mesma atividade, podendo competir
por espacgo, oxigénio e nutrientes. Pseudomonas fluorescens sdo importantes antagonistas utilizadas no
controle biolégico visto que competem pelo Fe*3, em mecanismos realizados por sideréforos (Mariano
etal., 2005).

A Pseudomonas fluorescens é um dos mais efetivos antagonistas selecionados no solo, para
supressdo de doencas. Pseudomonas do solo produzem pigmentos verde-amarelados, fluorescentes,
sendo facil a observagdo em meio King-B, além de produzirem o 2,4-diacetilfloroglucinol, metabdlito
sintetizado por algumas col6nias, muito importante para o controle bioldgico (Santos et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial de Pseudomonas fluorescens como
antagonista do fungo Macrophomina spp. in vitro, realizando trés diferentes formas de confronto entre
estes microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do
Tocantins — UFT, campus de Gurupi. Foram utilizados os isolados de Pseudomonas fluorescens e
Macrophomina spp. do banco de cepas do laboratério e repicados em meio de cultura especifico para
cada microrganismo.

Para inicio do experimento, o fungo foi repicado em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e
armazenado por quatorze dias de incubacdo, em camara de crescimento (B.O.D.) sob fotoperiodo de



12 horas a temperatura de 25 + 2 °C (Salgado et al., 2003). Ja a Pseudomonas fluorescens foi cultivada
em meio de cultura liquido em shaker orbital, por 9 horas a 28 °C.

Neste estudo, a atividade antagonista de Pseudomonas fluorescens foi testada contra o fungo
patdgeno Macrophomina spp., utilizando-se trés métodos.

No método A foi utilizada a técnica de cultura fangica sobre cultura antagonista, onde 100 pl
da bactéria fermentada foi colocado em placa de petri com meio de cultura B.D.A. e espalhado com
alca de Drigalski estéril, e em seguida foi colocado no centro da placa um disco de 7 mm contendo
meio de cultura com coldnias da cultura fungica com quatorze dias de crescimento.

No método B foi utilizada a técnica de cultura pareada, na qual um disco de 7 mm contendo
meio de cultura com coldnias da cultura fungica com quatorze dias de crescimento foi colocado uma
extremidade da placa de petri com meio de cultura B.D.A. a 5 mm de distancia da borda, e na outra
extremidade a também 5 mm de distancia da borda da placa foi colocado 10 pl da bactéria fermentada
(Melo & Valarini, 1995).

No método C foi utilizada a técnica de pareamento com risco no centro da placa de acordo
com Dennis e Webster (1971) com algumas modificagdes, sendo que no centro da placa foi feito um
risco de uma extremidade a outra utilizando 40 ul da bactéria fermentada, com o auxilio de uma
micropipeta automatica, e no centro de cada um dos lados da placa com meio de cultura B.D.A. foi
colocado um disco de 7 mm contendo meio de cultura com colénias da cultura fangica com quatorze
dias de crescimento.

Além disso também foi feito a testemunha em placas com meio de cultura e um disco de 7 mm
contendo meio de cultura com coldnias da cultura fngica com quatorze dias de crescimento dispostas
no centro da placa. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Apbs todos os procedimentos, o experimento foi incubado em camara de crescimento (B.O.D.)
sob fotoperiodo de 12 horas a temperatura de 25 + 2 °C. Foi realizada uma avaliacdo com sete dias
apos os procedimentos, medindo o raio das col6nias, em trés sentidos diametralmente opostos, com
auxilio de um paquimetro, definindo-se uma média para cada col6nia.

A percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) foi calculada pela formula de
Menten et al. (1976), onde: PIC = [(Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) /
Crescimento da testemunha] x 100. Os tratamentos que ndo obtiveram inibicdo de crescimento
receberam nota zero.

Os dados foram analisados no programa estatistico SISVAR, e submetido ao teste de Tukey a
5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos sete dias em B.O.D., pode-se verificar a atuacdo da Pseudomonas fluorescens sobre o
fungo Macrophomina spp., confirmando seu potencial no controle bioldgico deste fitopatdégeno.

Como pode ser observado na tabela 1, todos os métodos testados apresentaram resultados
significativos em relacdo a testemunha, onde pode-se perceber que em todos 0s testes a pseudémonas
conseguiu inibir o crescimento do patogeno.

Tabela 1. Didametro das coldnias de Macrophomina spp. e porcentagem de inibigdo

Diametro da colénia (mm)

Tratamento  —yua d0 A PCI(%) Método B PCI (%)  MeétodoC  PCI (%)
Pseudomonas 0,00 b 100 52,88 b 35,07 20,99 b 62,51
Testemunha 80,00 a 80,00 a 80,00 a

CV (%) 0,00 4,20 8,04

Observando os resultados obtidos nos trés métodos, é possivel verificar que o método 1 foi o
mais eficaz contra a propagacéao do fungo, seguido pelo método 3 e pelo método 2, respectivamente.

Na figura 1 é possivel observar a atuacdo da Pseudomonas fluorescens contra o
Macrophomina spp., que possivelmente est4 atuando no processo de antibiose, que segundo Bettiol &
Ghini (1995), é um processo no qual 0 microrganismo antagonista produz algum metabolito que causa
efeito danoso sobre o outro microrganismo, podendo haver contato fisico ou ndo entre eles.



Figura 1. Biocontrole de Pseudomonas fluorescens contra Macrophomina spp.

Legenda: A (método A), B (método B), C (método C), e D (testemunha).
Fonte: autor

Gonzaga (2012) afirma em seu estudo que o antagonismo exercido pela Pseudomonas
flurescens sobre patdgenos é devido as inimeras substancias antimicrobianas capazes de produzir
propriedades antifingicas e antibacterianas como fenazinas, acetilfloroglucinol, oomicina,
antranilatos, pioluteorina, pioverdinas, aménea, pioquelinas, entre outros.

Corroborando os resultados deste trabalho, Karunanithi et al. (2000) observaram que um
isolado de Pseudomonas fluorescens produziu o composto antibidtico pirolinitrina, que foi capaz de
inibir o crescimento de Macrophomina phaseolina, produzindo uma zona de inibigdo de 12 mm.

CONCLUSAO

A rizobactéria Pseudomonas flurescens foi eficaz na inibicdo de crescimento micelial do
fungo patogénico Macrophomina spp. pelos trés métodos de antagonismo testados, sendo o método da
cultura fangica sobre cultura antagonista (método A), o que obteve maior porcentagem de inibicdo em
relacdo aos demais.
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