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INFO ABSTRACT
Keywords Fusarium oxysporum f. sp. cubense biocontrol mediated by Pseudomonas spp. in Prata-And banana.
biological control The banana tree is cultivated in the main countries of the world, including Brazil. This crop presents several
banana phytosanitary problems, especially the Fusarium wilt caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp.
Panama diasease cubense (Foc). The use of microorganisms such as Pseudomonas has been an alternative for the biocontrol

of phytopathogens. In order to investigate the control capacity of rhizobacteria of the genus Pseudomonas
in relation to the activity of the fungus Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), two experiments were
carried out under greenhouse conditions. The design was completely randomized (DIC) with three
treatments, three controls and 10 replications. The treatments of the first experiment consisted of applying
Pseudomonas spp. on the substrate, with the addition of Foc with and without a time interval. After
inoculation period in the substrate infested by Foc and Pseudomonas, banana seedlings were planted in
tubes. In the second experiment, the application interval was the same as in the pre-inoculation experiment,
but Fusarium was inoculated first and then the bacteria and then transferred to the substrate. The use of
Pseudomonas in different treatments, with time intervals, was not efficient to control Foc. It was observed
that the disease index was less severe in the treatment without time interval for inoculation of Fusarium
and Pseudomonas, being the best treatment for the biocontrol of Fusarium in banana plants of the cultivar
Prata And. The use of bacteria of the genus Pseudomonas spp. is an economically viable alternative to
control Fusarium Wilt.

RESUMO
Palavras-chaves A bananeira apresenta diversos problemas fitossanitarios, tendo destaque a murcha de Fusarium causada
controle bioldgico pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). O uso de microrganismos como o Pseudomonas,
banana tem sido uma alternativa para o biocontrole dos fitopatégenos. Com o objetivo de investigar a capacidade
Mal-do-Panama de controle da rizobactéria do género Pseudomonas em relacédo a atividade do fungo Fusarium oxysporum

f. sp. cubense (Foc), foi realizado dois experimentos em condicGes de casa de vegetagdo. O delineamento
foi inteiramente casualizados (DIC) com trés tratamentos, trés controles e 10 repeti¢des. Os tratamentos do
primeiro experimento consistiram em aplicar Pseudomonas spp. no substrato, com adi¢éo de Foc com e
sem intervalo de tempo. Apo6s periodo de inoculagdo no substrato infestado por Foc e Pseudomonas, reali-
zou-se o plantio das mudas de bananeira nos tubetes. No segundo experimento, o intervalo de aplicagdes
foi 0 mesmo do experimento de pré-inoculagdo, porém o Fusarium foi inoculado primeiro, posteriormente
a bactéria e em seguida foram transferidos para o substrato. A utilizacdo de Pseudomonas em tratamentos
diferentes, com intervalo de tempo néo foi eficiente para o controle do Foc. Observou-se que o indice de
doenga foi menos severo no tratamento sem intervalo de tempo para inoculagdo de Fusarium e Pseudomo-
nas, sendo o melhor tratamento para o biocontrole do Fusarium em plantas de banana da cultivar Prata
Ana. A utilizagdo de bactérias do género Pseudomonas spp. é uma alternativa economicamente viavel para
controle da Murcha de Fusarium.

Received 03 November 2021; Received in revised from 10 January 2022; Accepted 17 February 2022

© 2022 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804 84

DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v10nl.vieira

Creative Commons License. All the contents of this journal, except where otherwise noted, is licensed under a Creative Commons Attribution License.


https://sistemas.uft.edu.br/periodicos/index.php/JBB/index
https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v10n1.vieira
mailto:cristine.vanzb@gmail.com
https://orcid.org/0000-0003-2116-0006
https://orcid.org/0000-0002-5193-8280
https://orcid.org/0000-0003-2575-8486
https://orcid.org/0000-0001-5784-5512
https://orcid.org/0000-0003-0332-3270

Vieira et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.10 n.1 (2022) 084-093

INTRODUCAO

Bananas e platanos representam o quarto
alimento mais produzido no mundo, com uma
producdo anual de 114 milhGes de toneladas, sdo
produzidos em larga escala pela India, China,
Indonésia e Brasil, 0os quais sdo0 0s maiores
produtores atualmente (FAO, 2021). o Brasil
produziu aproximadamente, 6,67 milhes de
toneladas em 465 mil hectares de area cultivada no
ualtimo senso realizado pela FAO, destacando-se
entre os maiores produtos da cultura (FAOSTAT,
2019). Desta producdo, 99% sdo destinadas ao
mercado interno, destaque para as regides Nordeste
e Sudeste, que sdo as responsaveis por dois tergos
da produgdo do pais. Nestas regides, a cultura
apresenta relevante papel social, fixando 0 homem
no campo, gerando empregos e rendas,
principalmente para a agricultura familiar (Borges
et al., 2009).

Apesar dos avangos nos ultimos anos das
tecnologias desenvolvidas para a producdo de
banana, a bananicultura tem sua producéo cada vez
mais limitada por vérias pragas e doengas, tendo
destaque a Murcha do Fusarium ou Mal-do-
panama. Esta doenca é causada pelo fungo
Fusarium oxyporumf. sp. cubense (Foc), o qual
apresenta acdo devastadora em milhares de
plantagdes pelo mundo (Ploetz, 2015).

O Foc pode sobreviver no solo por décadas e se
disseminar por diversas maneiras (isto €, infectar
solo, aguas superficiais, plantas e outras). O
patdégeno é capaz de penetrar diretamente pelas
células da epiderme das regides apicais e zonas de
alongamento das raizes, bem como, por meio de
ferimentos naturais causados pela emissdo de raizes
secundarias. Apds a penetracdo, o0 Foc movimenta-
se pelos vasos do xilema e coloniza o rizoma da
bananeira, causando uma coloragdo pardo
avermelhada no sistema vascular (LIU et al., 2019).

Essa patologia é de carater endémico em todas
as regides bananicultoras do mundo, e seu controle
é complexo, pois ndo ha efetividade por meio de
fungicidas. Com op¢6es limitadas para gerenciar as
doencas causadas pelo Fusarium, as cultivares
resistentes (Gongalves et al., 2019) e o uso de
produtos quimicos (Nel et al., 2007) sdo as Unicas
ferramentas para controlar a doenga em solos
infestados pelo patégeno. No entanto, variedades
resistentes abre precedentes para o surgimento de
novas racas do patdgeno (Borges et al., 2009) e o
uso de produtos quimicos causa uma série de danos
ambientais, sendo necessaria a busca por novas
alternativas de controle (Arya et al., 2018).

O uso de organismos antagonistas, incluindo
rizobactérias ndo patogénicas € um método seguro
de controle contra os  fitopatogenos,
desempenhando um papel importante contra as

principais doencas de plantas (Pandey et al., 2019).
Rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas, como as cepas Bacillus, Pseudomonas e
Actinomicetes, séo os principais colonizadores de
raizes e podem induzir a resisténcia sistémica nas
plantas contra o Fusarium (Alzandi e Naguib,
2019; Mohamed et al., 2019; Pandey et al., 2019).

As bactérias do género Pseudomonas tém a
capacidade de promover o crescimento de plantas e
também contribuir para o biocontrole de
fitopatogenos (Gamez et al., 2019; Islam et al.,
2016). Estas bactérias possuem mecanismos que
atuam dificultando o desenvolvimento de outros
microrganismos, como a sintese de siderdforos
(Arya et al., 2018), de antibidticos (Huang et al.,
2018) e a inducdo da atividade de enzimas de
defesa da planta contra os patdgenos (Alazandi e
Naguib, 2019). Estas bactérias foram testadas em
bananas das cultivares Great Dwarf e Calcuta
(Rivera-Cruz et al., 2008) e Williams (Gamez et al.,
2019). No entanto, até o momento, ndo existem
relatos de seus efeitos em bananas do subgrupo
Prata, que é de grande interesse econdmico,
principalmente para a bananicultura brasileira
(IBGE, 2017). Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a capacidade de controle de rizobactérias,
do género Pseudomonas em relacéo a atividade do
fungo Fusarium oxysporumf. sp.cubense, causador
da Murcha do Fusarium em bananeiras da cv.
Prata-Ana.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigdes de
casa de vegetacdo, na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, no Municipio de Cruz das Almas — BA
(12°40'19"S e 39°06'22'W', altitude de 220 m acima
do nivel do mar).

Foi avaliado o efeito de Pseudomonas no
controle do fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc) em mudas de bananeira da variedade
Prata-ana entre 0os meses de janeiro a maio de 2016.
Foi escolhida a cultivar Prata And devido sua
importancia para a bananicultura brasileira, sendo
esta cultivar a mais plantada na regido Nordeste,
segundo maior produtor de banana do Brasil
(IBGE, 2017). Além disso, essa cultivar se
comporta como um material moderadamente
suscetivel em relagdo ao Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc), entdo encontrar solugdes para inibir
a acdo do patogeno € de suma importancia para a
bananicultura.

Foi utilizado para a producdo do inoculo de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense raga 1 o isolado
CNPMF-0801 que é o padrdo utilizado pela
Embrapa para a selecdo de gendtipos resistentes
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tanto em casa de vegetacdo quanto em campo, onde
a empresa possui em sua colecéo este material em
estudo. Isolado do género Pseudomonas spp. pré-
selecionados para ensaios de controle bioldgico
foram obtidos da colecdo do Laboratorio de
Microbiologia da mesma instituicdo. A cultura
monosporica obtida foi cultivada em meio BDA
(Batata, Dextrose e Agar) e mantido em Demanda
Bioguimica de Oxigénio (B.O.D.) a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas.

A obtengdo das mudas da cultivar Prata And
foram através de cultura in vitro do laboratorio da
propria Embrapa Mandioca e Fruticultura e
aclimatizadas por 60 dias e posteriormente
transferidas para casa de vegetacdo da unidade, e
transplantadas para sacos de polietileno com
dimensao de 20 x 30 cm, permanecendo até o inicio
das avaliagOes.

Preparo do in6culo de Focl

Para o preparo do in6culo de Foc, foram
misturados 1330 g de areia lavada, 250 g de fuba de
milho umedecido e 150 mL de agua destilada. Esse
substrato foi colocado em sacos de polipropileno de
500 cm? e esterilizado em autoclave a 120 °C por
uma hora e armazenados em locais livres de
contaminagdes até o inicio do bioensaio. Discos do
meio de cultura contendo micélios e conidios de
Foc foram adicionados a mistura, a qual foi
armazenada em B.O.D. a 25 °C, durante 20 dias
para a multiplicacdo do indculo. Apos esse periodo,
as unidades formadoras de coldnias (UFC) de Foc
foram quantificados em cémara de Neubauer
utilizando-se da técnica de diluicdo seriada.

Foi utilizado 1,0 g da mistura e colocada em um
tubo de ensaio contendo 9,0 mL de agua destilada
e, posteriormente, foram realizadas dilui¢des de 10
1,102, 103, 10* e 10°. As duas ultimas diluicdes
(10* e 10°) foram submetidas a multiplicagcédo em
placas de Petri com meio BDA. As placas foram
mantidas em B.O.D. a 25 °C por 48 horas para
posterior contagem do ndmero de unidades
formadoras de coldnias.

Preparo do in6culo de Pseudomonas

Os isolados de Pseudomonas spp. foram
removidos das placas de Petri com auxilio da alca
de Drigalsky e transferidos para um Becker com
agua destilada. Apos este procedimento, 1,0 mL da
suspensdo formada foi transferida para tubos de
ensaio para a realizacéo de diluicdes seriadas (107,
102,103, 10* e 10%).

Uma aliquota de 0,1 mL das duas ultimas
diluicbes foi transferida para placas de Petri
contendo Agar nutriente e mantidas em B.O.D a 37

°C por 24 horas para posterior quantificacdo das
unidades formadoras de colonias (UFC).
Posteriormente, as col6nias foram observadas sob
luz ultravioleta (UV), sendo realizada a
determinagdo da concentragdo inicial de cada
solugdo de bactérias, estas foram diluidas com agua
destilada até atingirem a concentragdo de 10" UFC
mL. Para conferir a concentracdo desta diluicéo, a
absorbancia da solucdo foi analisada por densidade
Optica no espectrofotbmetro, utilizando o
comprimento de onda de 490 nm.

Montagem dos experimentos

Para a avaliagdo do efeito de Pseudomonas no
controle de Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) em plantas de bananeira da cultivar Prata And
previamente isoladas em ambiente livres de ataques
de pragas e doencas, 0 delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado em casa de
vegetagdo, possuindo trés tratamentos com trés
controles e 10 repeti¢cdes (uma planta por unidade
experimental). O trabalho experimental foi
montado de duas formas distintas (dois
experimentos).

Vale ressaltar que o protocolo utilizado neste
experimento teve como base o trabalho de Vieira et
al, 2020, com modificacgdes, pois os autores citados
trabalharam com controle de Fusarium utilizando
Bacillus na cultivar Prata And. Fornecendo desta
forma, informagGes relevantes para o éxito desse
artigo.

Os tratamentos do primeiro experimento
consistiram em: T1- wuma aplicagdo de
Pseudomonas no substrato, com adi¢do de Foc sete
dias ap0s; T2- duas aplicagdes de Pseudomonas em
intervalo de sete dias no substrato e aplicacdo de
Foc sete dias ap6s a Ultima aplicagdo de
Pseudomonas; T3- Pseudomonas aplicado no
substrato no mesmo momento que Foc. Os
controles consistiram de infestacdo do substrato
apenas com Pseudomonas (C1), apenas com Foc
(C2) e sem infestacdo do substrato (C3) protocolo
ajustado de Vieira et al. (2020).

No segundo experimento, o intervalo de
aplicacbes foi o mesmo do experimento de pré-
inoculacdo, porém o Fusarium foi aplicado
primeiro e posteriormente a bactéria foi transferida
para o substrato. Os tratamentos foram: T1- uma
aplicacdo de Foc no substrato, com adicdo de
Pseudomonas sete dias depois; T2- duas aplicagdes
de Foc em intervalo de sete dias no substrato e
aplicacdo de Pseudomonas sete dias ap6s a Ultima
aplicacdo de Foc; T3- Foc aplicado no substrato no
mesmo momento que Pseudomonas. Os controles
consistiram de infestacdo do substrato apenas com
Foc (C1), apenas com Pseudomonas (C2) e sem
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infestagdo do substrato (C3). Na tabela 1, constam
0s tratamentos realizados nos  diferentes

experimentos.

Tabela 1 - Distribuicdo das diferentes amostras aplicadas em substrato com a cultivar Prata Ana.
EXPERIMENTO1 METODOS

T1* Uma aQIica(;éo de Pseudomonas no substrato, com adi¢do de Foc sete dias ap6s a
aplicacéo de Pseudomonas
T2 Duas aplicag;(”)es~de Pseudomonas no substrato e aplicacdo de Foc sete dias apés a
segunda aplicacdo de Pseudomonas
T3 Pseudomonas e Foc aplicados simultaneamente no substrato
C1 Infestacdo do substrato apenas com Pseudomonas
C2 Apenas com Foc
C3 Sem inoculacdo no substrato
EXPERIMENTO2 METODOS
T Uma aQIicac;éo de Foc no substrato, com adi¢do de Pseudomonas sete dias apds a
aplicacdo de Foc
T2 Duas aplicagc”)es~de Foc no substrato e aplicacdo de Pseudomonas sete dias apos a
segunda aplicacdo de Foc
T3 Foc aplicado no substrato no mesmo momento que Pseudomonas
C1 Infestacdo do substrato apenas com Pseudomonas
Cc2 Apenas com Foc
C3 Sem inoculagdo no substrato

*Tratamento 1 (com utilizagdo de Pseudomonas antes da aplicagdo de Foc);

**Tratamento 2 (aplicacdo de Foc antes da aplicacdo de Pseudomonas). O controle (C1, C2 e C3) foram iguais para ambos os tratamentos.

Fonte: Embrapa (2016).

Foram realizadas seis avaliacbes em intervalos
de 15 dias. A primeira avaliagdo externa foi feita
aos 15 dias apds o plantio, utilizando-se da escala
de notas proposta por Cordeiro et al. (1993),
perfazendo um total de 90 dias de avaliag&o.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo
com temperatura de aproximadamente 26 °C. As
variaveis avaliadas foram: o numero de folhas;
altura da planta (cm) medida entre a base do
pseudocaule até a ltima folha totalmente aberta e
o diametro do pseudocaule (cm), com o auxilio de
um paquimetro e por fim, foi calculado o indice de
severidade da doenga (ID %) proposto por
Mckinney (1923).

Para facilitar a visualizacdo dos sintomas
internos, as raizes foram lavadas em agua corrente
para a retirada do substrato e em seguida separou-
se as raizes das plantas de sua parte aérea. Essas
medidas associadas com o0s sintomas internos
foram realizadas ao final dos 90 dias ou no
momento da morte das plantas (escala 5), a partir
do corte transversal do rizoma para a analise da
descoloragcdo vascular causada pela presenca de
Foc. Com base na escala proposta por Cordeiro et
al. (1993) e citada por Gongalves et al. (2019), as
plantas receberam as seguintes notas: (1) auséncia
de descoloragdo vascular, planta sadia; (2) pontos

isolados de descoloracdo no cdmbio vascular; (3)
descoloragdo em 1/3 do cambio vascular; (4)
descoloracdo entre 1/3 e 2/3 do cdmbio vascular;
(5) descoloracéo acima de 2/3 do cambio vascular;
e (6) completa descoloracdo do cdmbio vascular.
Posteriormente, foi realizada a transformag&o para
o indice de severidade da doenca (ID %) pela
expressdao de Mckinney (1923):

1D (%) = (grau da escala X frequéncia) x 100
(%) = Z (n? total de unidades X grau maximo da escala)

Para a analise estatistica, foi estimado o indice
de severidade da doenca (ID) a partir da escala de
sintomas externos e internos, respectivamente, para
isso foi obtido através de trés repeticGes (duas
compostas por dados de trés plantas e outra
composta por quatro plantas), de forma aleatéria.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANAVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2011). Os dados do indice de
severidade de doenca foram transformados
em./x + 0,5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve variagOes significativas nos atributos
fisicos entre os tratamentos, independente do
experimento analisado (Tabelas 2 e 3). No primeiro
experimento, os valores médios de altura da planta,
didmetro do pseudocaule e numero de folhas das
plantas, somente diferiram entre si no Tratamento
T1 (inoculagdo com Pseudomonas e apds com
Fusarium com intervalo), o qual apresentou uma
reducdo significativa nos valores destas variaveis.
Em campo, plantas que apresentam porte reduzido
facilitam na colheita e manuseio do cacho, porém
em casa de vegetacdo plantas mais baixas podem
apresentar tamanho reduzido, devido ao constante
ataque de patdgenos (Roque et al., 2014).

N&o houve diferencas significativas entre 0s
controles para as variaveis altura do pseudocaule,
namero de folhas e didametro do pseudocaule, nem
mesmo o controle C2, onde ocorreu a aplicacéo
apenas de Foc. Cabe ressaltar, que plantas com
incidéncia ou severidade de murcha de Fusarium
tendem a apresentar menores numeros de folhas e

pseudocaule mais fragil e de tamanho reduzido,
como pode ser verificado no tratamento T1 das
tabelas 2 e 3, onde todas as varidveis apresentaram
reducéo significativa.

O estudo de poucas variaveis séo justificaveis,
pois alguns trabalhos relatam que ndo ha a
necessidade de avaliar um grande numero de
caracteres devido a sua pouca importancia ou
pouco peso nas anélises do trabalho, como pode ser
visto nos trabalhos de Pereira et al. (2012), que
utilizaram o método para selecionar variaveis
capazes de discriminar diploides melhorados;
Branddo et al. (2013) eliminaram 20 dos 27
descritores quantitativos utilizados na
caracterizacdo de acessos de bananeira, Roque et al.
(2014) descartaram aproximadamente 70% das
caracteristicas agronémicas utilizadas para a
fenotipagem de cultivares de bananeira e
Gongalves et al. (2019), eliminaram 22 das 31
varigveis agrondmicas em seu estudo com
bananeiras do tipos diploides, triploides e
tetraploides.

Tabela 2 - Teste de médias entre trés caracteristicas agrondmicas e indice de severidade da doenca (ID) na
cultivar Prata And infestada por Pseudomonas e depois por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) sob

condicdes de ambiente controlado.

Tratamentos Altura (cm) Numero de folhas  Didmetro (cm) ID! (%)
T1 10,80b* 1,40b 0,53b 33,33a
T2 30,80a 4,70a 1,10a 35,56a
T3 27,50a 3,80a 1,05a 28,89a
C1 30,80a 3,90a 0,99 0,00b
Cc2 34,70a 3,90a 0,97a 27,78a
C3 28,80a 4,00a 1,09a 0,00b

T1 - Pseudomonas + Foc com intervalo; T2 — Pseudomonas + Pseudomonas + Foc com intervalo; T3 — Pseudomonas + Foc sem intervalo;
C1 - Apenas Pseudomonas; C2 — Apenas Foc; C3 — Sem infestagdo. *Médias seguidas com diferentes letras minusculas na coluna diferem

entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. ‘Dados de ID originais ndo transformados.

Em relagdo as avalia¢des do indice de severidade
da doenca, ndo houve diferengas significativas
entre os tratamentos T1, T2 e T3 e ndo diferindo do
controle C2, onde foi aplicado somente o Foc. Com
este resultado, pode-se inferir que os tratamentos
com Pseudomonas, mesmo quando aplicado duas
vezes, ndo apresentou controle sobre o Foc. Cabe
ressaltar, que os controles C1 (somente
Pseudomonas) e C3 (sem infestacdo) néo
apresentaram sintomas da doenca, mostrando que
ndo houve contaminagcdo com o fungo nestes
tratamentos.

As plantas dos tratamentos T1, T2 e T3, mesmo
apresentando indices de doenca semelhantes,
apresentaram diferentes respostas externas. O
decréscimo das variaveis morfologicas no
Tratamento T1, comparado aos outros tratamentos,
pode estar associado ao maior desenvolvimento do
Fusarium no substrato ou a producao ineficiente de
compostos quimicos inibidores de Pseudomonas
para controlar o Foc. Neste tratamento, foi
observado um intenso amarelecimento nas folhas,
tipicos dos sintomas da Murcha do Fusarium
(Figura 1).
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T1- uma aplicagéo de Pseudomonas no substrato, com adicéo de Foc sete dias ap6s; T2- duas aplicagdes de Pseudomonas no substrato
(aprimeira no diaum e a segunda com sete dias ap6s a primeira) e aplicacdo de Foc sete dias ap6s a segunda aplicagéo de Pseudomonas;
T3- Pseudomonas e Foc aplicados simultaneamente no substrato. Os controles consistiram de infestacdo do substrato apenas com
Bacillus (C1), apenas com Foc (C2) e sem inoculagédo no substrato (C3). Apds periodo de 14 dias de incubagdo do substrato inoculado

por Foc e Bacillus.

Figura 1 - Sintomas externos e interno da murcha de Fusarium, do primeiro experimento, apds avaliacdo da
interacdo Pseudomonas e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, na cultivar Prata-and

Apos a infecgdo do Foc, o patdgeno se move
pelos vasos do xilema e coloniza o rizoma da
bananeira, o que resulta na descoloragéo interna do
sistema vascular. Posteriormente, a colonizac¢éo do
patégeno ocasiona murchas vasculares, que tem
inicio com o surgimento de manchas verde-claras e
listras  marrom-avermelhadas  nos  tecidos
vasculares da base do peciolo (Ploetz, 2015; Li et
al, 2017). O sintoma mais comum é o
amarelecimento da borda de folhas mais velhas
para as mais novas e quando a doenga se encontra
em estagios mais avancados, ocorre a colonizagdo
do tecido parenquimatoso adjacente, com producao
elevada de conidios e clamiddsporos (Ploetz, 2015;
Lietal., 2017).

No presente trabalho, os tratamentos T1, T2, T3
e o controle C2 apresentaram danos externos na
planta caracteristicos da infeccdo causada pelo Foc
(Figura 1). A ineficiéncia do tratamento com
Pseudomonas uma semana antes da aplicacdo do
Foc sugere que a producdo de compostos quimicos
por parte da bactéria, capazes de inibir o patégeno,
pode ter sido baixa e seu tempo de resposta foi
ineficiente, sugerindo assim um tempo maior de
avaliagdo. Além disso, esses compostos podem ter
diminuido ou apresentado baixa vida atil antes da
inser¢do do Foc no meio, ocasionando resultados
mascarados. Quando se leva em consideracdo os
aspectos epidemioldgicos de murcha de Fusarium

e a ecologia da maioria das plantacdes de banana,
fica evidente que o manejo para a murcha de
Fusarium é bastante complexo (Gongalves et al.,
2019).

Na segunda parte do experimento, (Foc é
aplicado antes da Pseudomonas) a variavel “altura
da planta” apresentou comportamento semelhante
entre os tratamentos, ou seja, ndo houve diferengas
estatisticas entre eles (Tabela 3). Sua variacdo foi
entre 23,20 cm (T1) a 2540 cm (T2),
respectivamente.  Quando se analisa o
comportamento dos controles do experimento 2
nota-se que houve destaque do C1 e C3 para altura
da planta. Para o C2 (apenas com Foc) o valor foi
inferior aos demais, como ja era esperado. Corréa
et al. (2010) trabalhando com Fusarium em alface
hidropbnica  apresentaram  resultados  de
crescimento das plantas semelhantes aos
encontrados no presente trabalho, apresentando
ainda murcha das folhas, clorose e podriddo
radicular. Vieira et al.,, (2020) avaliando a
eficiéncia de dosagens de aplicagBes de Bacillus
spp. para controle do Foc em banana demostraram
que é vidvel economicamente utilizar biocontrole
como agente antagonista a Murcha de Fusarium,
além disso, eles demonstraram que o uso desse tipo
de biocontrole é capaz de inibir o crescimento e
ataque do Foc, quando usado em dosagens
aplicadas sete dias antes do indculo.
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Tabela 3 - Teste de médias entre trés caracteristicas agrondmicas e indice de severidade da doenca (ID) na
cultivar Prata And infestada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) e depois por Pseudomonas sob
condigdes de ambiente controlado

Tratamentos Altura (cm) Numero de folhas Diametro (cm) ID! (%)
T1 23,20b* 4,50a 1,02a 55,00a
T2 25,40ab 3,40b 0,99 55,56a
T3 24,60ab 4,40ab 0,95a 14,44c
C1 29,402 4,70a 1,05a 0,00d
C2 23,60b 4,50a 0,91a 32,22b
C3 29,702 3,80ab 1,04a 0,00d

T1- Foc + Pseudomonas com intervalo; T2 — Foc + Foc + Pseudomonas com intervalo; T3 — Foc + Pseudomonas sem intervalo; C1 —
Apenas Pseudomonas; C2 — Apenas Foc; C3 — Sem infestagdo. *Médias seguidas com diferentes letras mindsculas na coluna diferem entre

si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey. 'Dados de ID originais néo transformados.

Para 0 numero de folhas o tratamento T1 se
destacou, sendo superior aos demais, assim como o
controle C1, tendo como indicativo que a aplicagdo
de Foc de alguma forma acelera a producéo de
folhas nas plantas, podendo ainda ser considerado
como um meio de sobrevivéncia e perpetuagdo da
espécie. Ndo houve variagdo no didmetro do
pseudocaule entre os tratamentos e os controles,
formando apenas um grupo.

Com relacéo ao ID, houve a formagédo de quatro
grupos, onde todos os tratamentos que foram
infectados por Foc  demonstraram 0
desenvolvimento da doenga com alteracGes
significativas resultantes dos sintomas internos da
doenca. No entanto, o tratamento T3 (sem intervalo
de tempo entre a aplicagdo dos dois inoculos)
resultou em melhor controle da doenca e,
consequentemente, em menor ID (Tabela 3).
Embora a doenga tenha se manifestado e sua

intensidade tenha sido significativamente reduzida,
esse controle ndo demonstra ser uma alternativa
viavel a campo. Considerando que o Foc ja esteja
no solo, a hipétese de inocula¢do da Pseudomonas
logo apoés a detecgdo do Foc no substrato e/ou no
solo no campo é remota. No entanto, em condi¢des
de casa de vegetacdo, este tratamento mostrou-se o
mais efetivo.

Nos tratamentos T1 e T2 as plantas apresentaram
amarelecimento  progressivo  das  folhas,
caracteristico da doenca, bem como o
enegrecimento do pseudocaule (Figura 2). Os
sintomas da doenca apresentados  nestes
tratamentos sugerem que o tempo de inoculacdo
e/ou a quantidade de bactérias presente no substrato
ndo foi suficiente a inibicdo do Foc,
independentemente da quantidade do fungo
inoculada.

T1- uma aplicacdo de Foc no substrato, com adi¢do de Pseudomonas sete dias apds; T2- duas aplicacfes de Foc no substrato (a primeira
no dia um e a segunda com sete dias ap6s a primeira) e aplicacdo de Pseudomonas sete dias apds a segunda aplicacdo de Foc; T3- Foc e
Pseudomonas aplicados simultaneamente no substrato. Os controles consistiram de infestagcdo do substrato apenas com Bacillus (C1),
apenas com Foc (C2) e sem inoculagdo no substrato (C3).

Figura 2 - Sintomas externos e internos da murcha de Fusarium, do segundo experimento apds avaliacdo da
interagdo Fusarium oxysporum f. sp. cubense e Pseudomonas na cultivar Prata-ana.
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No presente estudo percebe-se que, mesmo
quando Foc é aplicado antes de Pseudomonas,
como verificado no experimento 2, as plantas
apresentaram sintomas caracteristicos da doenca
causada pelo fungo, ndo sendo verificada eficiéncia
para a reducdo do indice de doenca (ID) (Tabela 3).
A ineficiéncia do controle do desenvolvimento do
fungo pela bactéria pode ser explicada pela
colonizacéo ineficiente da Pseudomonas nas raizes
das plantas de bananeira. A colonizacdo das
rizobactérias é muito importante para o controle
efetivo de patdgenos do solo, incluindo o Foc
(Ploetz, 2015). Estudos indicam que a colonizagéo
por P. fluorescens Ps006, por exemplo, é escassa,
sem colbnias visiveis, especialmente quando
observadas por microscopia confocal apos
coloracdo com FISH (Gamez et al., 2019). Isso
pode indicar que essa linhagem requer um tempo
maior para se aderir firmemente as raizes da
bananeira comparadas com outras rizobactérias,
e.g., B. amyloliquefaciens Bs006. No entanto,
observando os valores e comportamentos do
tratamento T3 de ambos 0s experimentos, acredita-
se que fatores como a viabilidade do in6culo pode
ter interferido nas diferencas encontradas,
considerando-se que houve uma reducdo quando a
Pseudomonas foi empregada logo a adi¢ao do Foc.

Embora apenas o tratamento T3, do segundo
experimento tenha sido eficiente, outros trabalhos
utilizando Pseudomonas fluorescentes, tiveram
resultados significativos no controle da murcha do
Fusarium na cultura da bananeira (Gamez et al.,
2019). Estes trabalhos relatam que o controle do
Foc pela bactéria Pseudomonas pode estar
associado, principalmente a produgdo de
siderdforos pela bactéria, que tem a capacidade de
limitar a quantidade de ferro disponivel ao
crescimento do patégeno (Arya et al., 2018;
Lecomte et al., 2016), ou também por meio da
producdo de enzimas liticas capazes de degradar a
parede das células fungicas (Durairaj et al., 2018).

Diferengas encontradas nos inimeros estudos
podem estar relacionadas com a composicdo e
condig&o do meio utilizado, a reducéo na sobrevida
do controle, condi¢bes climaticas, tempo de
inoculagdo, entre outros, que necessitam ser
investigados. Diante disso, este trabalho evidenciou
que o controle de Foc com a bactéria do género
Pseudomonas nao foi eficiente, nem como controle
preventivo, nem no controle curativo da doenga,
exceto quando esta intervencdo foi direta.

Corréa et al. (2010), ao dobrar a dose de
Pseudomonas em seu experimento, foi detectado
um nivel significativo de controle da murcha de
Fusarium, aumentando a massa da planta e
diametro do pseudocaule em até 6,0 %, tendo como
mecanismos de acao a producdo de antibidticos e a

competicdo por espago e nutrientes com 0s
patdgenos.

Outros trabalhos demostram a importancia da
pré-selecdo das cepas de Pseudomonas, quanto a
capacidade de producdo de siderdforos, antes do
uso da bactéria como biocontrole do Foc. Estes
estudos indicam que cepas de Pseudomonas
suprimem a Murcha do Fusarium, principalmente
pela competicdo pelo ferro na rizosfera, sendo a
producdo de sideréforos essencial, conferindo
vantagens competitivas as bactérias. Além disso, a
producdo de siderdforos pela bactéria depende do
teor de ferro, pH e temperatura do meio (Aryaetal.,
2018), sendo essencial o controle eficiente das
condigdes do experimento e/ou do cultivo da
bananeira. Concomitantemente, o ajuste da acidez
do solo, por meio de fertilizantes alcalinos, € uma
caracteristica correlacionada positivamente com a
supressdo da doenca da Murcha do Fusarium em
bananas (Huang et al., 2019), podendo ser um
manejo adequado para melhorar a eficacia do
biocontrole utilizado.

Novos estudos devem ser realizados para melhor
entendimento do comportamento da Pseudomonas
e seu poder antagonista junto ao fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense na cultura da bananeira
“Prata Ana”, devendo ainda ser testadas com outras
cultivares mais resistentes e mais suscetiveis ao
ataque da murcha de Fusarium.

CONCLUSOES

A utilizacdo de bactérias do género
Pseudomonas spp., para controle biolégico é uma
alternativa economicamente viavel. A aplicagdo da
bactéria sem intervalo de tempo depois de aplicado
0 Fusarium, demonstrou melhor biocontrole do
fungo em planta de bananeira da cv. Prata Ané.
Entretanto, estudos quanto a selecéo eficiente das
cepas das bactérias utilizadas no biocontrole, o
periodo de aplicacdo, quantidade a ser aplicada,
viabilidade dessas bactérias ap6s transferéncia para
0 solo, bem como as condi¢Bes do meio de cultivo
da bananeira, precisam ser mais estudados, tendo
em vista que, apenas um dos tratamentos teve agéo
eficaz.
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