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Resumo

A produgdo de frutos no cenario econdmico no Vale do Séo Francisco gera diversas
preocupacOes, sendo, uma das mais importantes, a antracnose, doenca causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides. O estudo teve como objetivo investigar a agdo antagonica
das bactérias Pseudomonas spp. e filtrados da cultura ao fungo C. gloeosporioides . Dos 50
isolados testados na inibicdo micelial, os isolados PCA 30, PCA31, PCA36, PCA39, PCA63,
PCA64 e PCA66 de Pseudomonas spp. apresentaram melhores resultados de inibicdo e foram
selecionados para os testes com o os seus filtrados e testes de germinacdo de conidios. Nao
houve inibicdo micelial pelos filtrados de cultura em nenhum dos 7 isolados testados, no
entanto, houve atraso de 3 dias no crescimento micelial comparado com a testemunha, alem
de deformac6es nas hifas e dos tubos de germinacdo e uma taxa de inibicdo de germinacao de
esporos de 70,67% no filtrado do isolado PCA36 . Os isolados bacterianos apresentaram
eficiéncia na inibicdo de germinacdo de esporos sendo que o isolado PCA36 apresentou o
melhor resultado, inibindo 96,72 %. No teste de substancias volateis, o isolado PCA31
apresentou melhor taxa de inibicdo micelial (37,30%). Apesar da baixa eficiéncia dos filtrados
das culturas na inibicdo do crescimento fungico, os isolados bacterianos de Pseudomonas spp
e seus volateis mostraram eficacia no controle do fungo.
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Introducéo

Dentre as doencas que ocorrem em diversas culturas, a antracnose, causada por
espécies do fungo Colletotrichum, pode prejudicar as plantas nos seus varios estagios de
desenvolvimento (CHOUDHURY et al., 2003). Dentre as espécies causadoras de antracnose
que predominam no Brasil, destaca-se Colletotrichum gloeosporioides, que é expressiva como
causa da podridao pos-colheita principalmente frutos tropicais (PEREIRA, 2016).

Atualmente, o método de controle da doenca inclui o uso profilatico dos fungicidas
sintéticos (PUSHPA et al., 2015). Entretanto, a aplicacdo de quimicos sintéticos no fruto pode
acarretar problemas para o consumo, devido a exigéncia, cada vez maior, de frutos sem
residuos de substancias toxicas (JUNQUEIRA et al., 2002).

Nesse sentido, 0 uso de agentes microbianos para controle bioldgico de doencas vem
sendo estudado como uma alternativa viavel a substituicdo dos mesmos e tem demonstrado
grande potencial (ZHENG et al., 2013). Com esse intuito o estudo objetivou investigar a agéo
antagbnica, in vitro, das bactérias Pseudomonas spp. sobre o desenvolvimento do fungo
Colletotrichum gloeosporioides, causador da antracnose em frutos.

Fundamentacao Tedrica

Agentes de controle bioldgico podem agir por mecanismos distintos, incluindo
antibiose por secrecdo de metabolitos volateis toxicos, producdo de enzimas micoliticas,
parasitismo ou competicdo por espaco ou nutrientes (BHATTACHARJEE; DEY, 2014).

As bactérias do género Pseudomonas mostram-se promissoras no controle de um
grande espectro de patdgenos de plantas e sdo potenciais candidatas para o desenvolvimento
de bioprodutos, por produzirem substancias responsaveis pela inibicdo do crescimento de
patdégenos (AGARAS et al., 2015).

Trabalhos como de Moreira (2013) em que o isolado de Pseudomonas putida foi
eficiente na inibicdo da germinacdo de esporos do fungo Colletotrichum acutatum
demonstram a eficiéncia da bactéria como agente de controle.

Metodologia

Foram realizados testes de antagonismo, in vitro, de 50 isolados de Pseudomonas,
contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides, utilizando o Método da Risca descrito por
Mariano (1993), nos meios de cultura BDA e Meio B (King et al.,1954) com 5 repeticdes.
Dos 50 isolados, 7 foram selecionados para as proximas etapas do estudo, pois apresentaram
maior eficacia na inibicdo do fungo, tanto no meio B como no meio BDA.

A obtencdo dos filtrados de cultura dos 7 isolados foi realizada pela metodologia de
Banowetz et al. (2009).

A metodologia utilizada para a inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides
pelos filtrados foi a de difusdo em Agar foi descrita por Tagg & McGiven (1971) com
modificacdes.

Os isolados selecionados e seus filtrados também foram testados quanto aos seus
efeitos sobre a germinacdo de esporos de C. gloeosporioides pelo método adaptado de
Carvalho et al. (2005) e o efeito dos compostos volateis no crescimento micelial do C.
gloeosporioides foi determinado pela metodologia de Arrebola et al. (2010) com algumas



modificacdes. O grau de inibicao foi determinado usando pela formula de Yang et al., (2011).

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia pelo teste
de Scott-Knott para comparagdo das médias.

Resultados e Discussao

Os isolados PCA30, PCA31, PCA36, PCA39, PCA63, PCA64 e PCAG6 de
Pseudomonas spp., apresentaram melhor resultado de inibicdo micelial do fungo (de 41,5 a
48% de inibigdo), quando comparados, nos meios BDA e B, as testemunhas sem inoculacéo
da bactéria, sendo essa diferenca significativa a 5% de probabilidade (Tabela 1).

Tabela 1. Inibi¢do do crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides por isolados de Pseudomonas spp
fluorescentes, cultivados em meio B e BDA. Média de 5 repeti¢des. Fonte: Propria.

. . Raio do | Raio do Raio do .
Isolado " Raiodo | Raio do fu_ngo Isolado fungo fungo Isolado fungo Raio do
bacteriano | ' 190 (cm) | (cm) Meio bacteriano | (cm) |(cm)Meio| bacteriano | (cm) fungo (cm)
Meio B BDA . . Meio BDA
Meio B BDA Meio B
Testemunha| 2,12 A 2,44 A Testemunha| 2,12 A | 2,44 A |Testemunha 2,12 A 2,44 A
PCR37 2,10 A 2,28B PCA36 | 112E | 135F PCAT72 1,36 D 131F
PCA39 124 E 140 F PS1 1,90B | 207C PCR38 1,68 C 1,96 D
PCR33 120 E 2,27B PS2 1,94B | 2,08C PM8 1,96 B 199D
PCA38 1,62C 1,30 F PCA35 158C | 1,19F PB33 2,10 A 2,06 C
PC4 1,96 B 2,02C PAG 1,90B | 193D PCAG6 148D 1,13F
PM4 1,96 B 2,18B PCR29 192B | 2,22B PCA40 2,22 A 1,29 F
PCA31 110E 136 F PCR28 204B | 2,16B PCA64 120 E 130F
PCA41 142D 1,29F PCA41B | 1,38 D 167E PCR23 2,14 A 2,20B
PCA37 165C 143F PCAG7 158C 136 F PM1 2,14 A 190D
PBR15 2,02B 2,16 B PCR40 222A | 2,10C PCAG61 140D 133F
PCA5 1,64 C 1,39 F PCA30 | 1L16E | 132F PCA33 2,22 A 1,26 F
PBR41 1,88B 2,38 A PCAG2 1,46 D 132F PP4 2,30 A 193D
PP1 2,00B 2,07C PSR8 228A | 162E PB32 2,18 A 192D
PCA65 150D 151E PCR30 206 A | 196D PB9 1,82B 2,04 C
PCA63 120E 1,36 F PCA32 142D | 132F PM6 1,96 B 2,01C
PA4 2,14 A 2,21B PCA68 148D | 1,34F PCA26 1,40D 126 F
PCAG66 122 E 130F PB5 1,88B | 2,36 A
C.V.Meio B=7,98% C.V.Meio BDA=6.71 %

As médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade

N&o houve inibicdo do crescimento micelial dos fungos pelos filtrados das culturas,
sendo esse resultado constatado pela auséncia de halos de inibi¢cdo nos meios de cultura B e
BDA.



Esses resultados inferem que os isolados bacterianos testados possivelmente nédo
secretaram, no meio de cultura, substancias capazes de impedir o crescimento do fungo, sendo
que a atividade antimicrobiana pode ter se dado de maneira direta, por competicdo ou por
substancias constitutivas das células. Entretanto, observou-se, que o crescimento micelial foi
consideravelmente retardado quando comparados ao controle. Enquanto o controle apresentou
crescimento significativo em 7 dias, o fungo levou 10 dias para cobrir toda a placa onde foram
adicionados os filtrados das culturas PCA36, PCA39 e PCA64 e mais que 8 dias com 0s
demais filtrados.

Tambem foi observado um menor volume micelial mesmo com o preenchimento total
da placa. Diferente do que ocorreu neste estudo, Huang et al. (2015) verificaram halos de
inibicdo micelial deste fungo, de 22.3 mm, pelo filtrado de BacillusatrophaeusXW2. As
médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade .

Nos testes de inibicdo da germinagdo de esporos, os isolados bacterianos
apresentaram melhores resultados do que os filtrados da cultura (Tabela 2), podendo ser
explicado, tanto pela baixa atividade antifingica do filtrado como também pelo crescimento
agressivo da bactéria. Verificou-se, também o aparecimento de vacuolos nas hifas e nos tubos

de germinacdo do fungo, causados pela degradacéo bacteriana.
Tabela 2. Inibicdo da germinacdo de esporos de C. gloeosporioides por Pseudomonas spp.cultivados
em meio B liquido e seus filtrados. Média de 9 repetices. Fonte: Prépria.

Isolado bacteriano N&o germinados (cultivo) | N&o germinados (filtrado)
Testemunha 1356 F 1583 D
PCA30 90,39 B 49,33 C
PCA31 83,06 D 51,33 C
PCA36 96,72 A 70,67 A
PCA39 89,94 B 53,00 C
PCA63 87,39 C 60,33 B
PCA64 96,61 A 63,00 B
PCAG66 79,00 E 45,67 C
CV.=512% CV.=1251%

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade

O filtrado da cultura PCA36 apresentou-se significativamente diferente dos outros
filtrados, com inibic&o de 70,67% em relagdo a testemunha. A semelhanca deste, Huang et al.
(2015) verificaram uma reducdo de 96% de inibicdo da germinacdo de conidios de C.
gloeosporioides por isolados de Bacillus atrophaeus. A taxa de inibicdo observada neste
trabalho, bem como a alteragdo na morfologia dos esporos pode justificar o atraso do
crescimento micelial discutido anteriormente.

Os resultados de inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides pelos
compostos volateis derivados das culturas de Pseudomonas spp. estdo apresentados na tabela
3. Os compostos volateis produzidos por todos os isolados ocasionaram inibicdo micelial
entre 23,54 e 27,98%, no entanto, o isolado PCA31 destacou-se dos demais proporcionando
inibicdo de 37,30% do miceélio, em relacéo a testemunha.

Em estudo semelhante, Baysal et al. (2013) ao analisarem trés substancias volateis
extraidas de isolados de B. subtilis observaram inibigdo micelial de 44,3% e deformacGes nos



esporos e nas hifas do fungo Fusarium oxysporum.
Tabela 3. Inibicdo do crescimento micelial de C. gloeosporioides pelos compostos volateis derivados
das culturas de Pseudomonas spp. Média de 8 repeticfes. Fonte: Propria.

Isolado bacteriano Potencial de inibicdo (%)
Testemunha 0,00 A
PCA30 23.98 B
PCA31 37.30C
PCA36 28.87 B
PCA39 26.20 B
PCA63 23.54B
PCA64 27.98 B
PCAG66 24.42B
C.V.=35.79%

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Scott- Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Conclusodes

Todos os testes realizados apresentaram resultados positivos no biocontrole do fungo
C. gloeosporioides pelos isolados de Pseudomonas ssp. e seus extratos, 0 que demonstra a
possibilidade de serem selecionados para testes, in vivo, para a verificacdo de seu potencial de
controle da antracnose viabilizando o desenvolvimento de produtos que possam gerar menor
impacto ambiental.
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