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RESUMO
Este artigo apresenta uma abordagem sobre o uso de controle bioldgico aplicando a agdo

de bactérias contra Corynespora cassiicola (Bert & Curt) Wei pois este € um dos
principais fitopatdgenos de propagacéo aérea que limita a produtividade das solanaceas.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.1, p. 4677-4697, jan., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

4678

A utilizag8o de bactérias no controle de doencas em solanceas é uma metodologia em
difusdo, pois o biocontrole de fitopatdgenos realizado por bactérias pode ocorrer por
diferentes mecanismos como a inibig¢&o por antibioticos, o parasitismo, a competic¢éo pelo
espaco fisico ou a inducéo de resisténcia da planta ao ataque de patogenos. Esta pesquisa
visou selecionar, identificar e avaliar in vitro e in planta bactérias antagonistas com
potencial para desenvolvimento de um bioproduto que contribua para o desenvolvimento
agricola sustentavel de tomate. As coletas e 0s testes in planta foram realizadas na Estacéo
Experimental de Hortalicas Dr. Alejo von Der Pahlen, KM 14 da estrada AM 010 (S: 02°
597 45,77 ¢ W: 60° 01 22,3”). Os testes in vitro foram realizados na Embrapa Amazénia
Ocidental. Os resultados indicam que o Bacillus amyloliquefaciens, apresentou 75,73%
de inibicdo do C. cassiicola in vitro e 56% de controle da mancha-alvo quando comparado
ao Microbacterium resistens e a Stenotrophomonas maltophilia nos testes em tomateiro.

Palavras-chave: solanaceas, bactérias, biocontrole, bioproduto.

ABSTRACT

This article presents an approach on the use of biological control applying the action of
bacteria against Corynespora cassiicola (Bert & Curt) Wei, as this is one of the main
phytopathogen of aerial propagation that limits the productivity of solanaceous plants.
The use of bacteria in the control of solanaceous diseases is a widespread methodology,
since the biocontrol of phytopathogen carried out by bacteria can occur through different
mechanisms such as inhibition by antibiotics, parasitism, competition for physical space
or induction of plant resistance to pathogen attack. This research aimed to select, identify
and evaluate in vitro and in plant antagonist bacteria with potential for the development
of a bioproduct that contributes to the sustainable agricultural development of tomatoes.
In plant collections and tests were carried out at the Dr. Alejo von Der Pahlen, KM 14 on
road AM 010 (S: 02° 59' 45.7” and W: 60° 01' 22.3”). The in vitro tests were carried out
at Embrapa Amazonia Ocidental. The results indicate that Bacillus amyloliquefaciens
showed 75.73% of in vitro inhibition of C. cassiicola and 56% of target spot control when
compared to Microbacterium resistens and Stenotrophomonas maltophilia in tests on
tomato.

Keywords: solanaceae, bacteria, biocontrol, bioproduct.

1 INDRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L.), pertence a familia das solanaceas e é
originario da regido andina, compreendendo Peru, Bolivia e Equador, no entanto, é
apreciado em todos os continentes (CAMARGO et al., 2006). Possui caracteristicas
nutricionais interessantes, como baixo valor caldrico e fonte de antioxidantes como
licopeno e rico em vitaminas A, B e C e dos sais minerais potassio, ferro e fosforo (Duma
et al., 2015). Bem como se destaca como sendo um fruta caracterizada como hortalica
mais consumida em todo o globo. (Dahlke et al., 2019; FAO, 2019). O cultivo do

tomateiro pode ser comprometido por diversas doencas de origem fungica que podem
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causar prejuizos econdmicos significativos na safra (LOPES e ROSSATO, 2013;
RODRIGUES et al., 2018).

A mancha alvo causada por Corynespora cassiicola (Bert & Curt) Wei é uma das
principais doengas fungicas de dispersdo aérea que infercta cultivos de solanaceas. Por
esta motivo, pesquisas envolvendo a utilizacdo de microrganismos antagonistas tem se
intensificado pois de forma prospectica indica ter potencial quanto a sua utilizagdo para
o controle de fitodoencas de importancia econdmica (LOPES et al., 2015).

O controle bioldgico de fitopatdgenos realizado por bactérias pode ocorrer por
diferentes mecanismos, tais como por antibiose, parasitismo, competicdo pelo espaco
fisico ou a inducéo de resisténcia da planta devido ao ataque de patégenos (OLIVEIRA
et al., 2010; TOYOTA et al., 2015). De acordo com Oliveira et al. (2014) um dos
principais grupos utilizados no biocontrole sdo as actinobactérias. Vergnes et al. (2020)
constataram que actinobactérias podem se desenvolver na superficie das folhas de plantas
e expor seu potencial quanto ao gerenciamento de doencas como, por exemplo, induzindo
respostas de defesa e protecéo contra patdégenos fungicos foliares.

Yamunarani e Pandiyan (2019) enfatizam a importancia do monitramento e da
execucdo de novas pesquisas utilizando actinobactérias com potencial para o
desenvolvimento de novos biofertilizantes e uso como biocontrole.

O monitoramento da agdo de agentes biolldgicos no controle de doengas
fitopatogéncias é em sua maioria realizado por trabalho humano direto e integral no local
de cultivo. Porém, a automacdo do monitoramento da acdo de biocontrole em cultivos
agricolas pode facilmente ser realizado por sensor dptico em tempo real, pois nos estudos
de Askraba et al. (2016) constataram que sensores de diferenciacdo de plantas baseado
nas imagens capitadas com a refletancia espectral proximal das folhas permite diferenciar
a planta cultivada da erva daninha com uma precisao de 90%.

O monitoramento automatizado da acéo danosa por micorgnismos fitopatogénicos
também ja € uma realidade no processo da agricultura inteligente, pois nos estudos de
Udutalapally et al. (2021) verificou-se que o Sistema Ciber-Fisico Agricola (A-CPS)
usando a rede mundial de comunicagdo web atraves da Internet-of-Agro-Things (I0AT)
realizando o comparativo entre imagens de folhas saudaveis com folhas sob ataque
fitopatogénico chegaram aos resultados de que esta tecnologia inovadora de cultivos ndo

apenas melhora a qualidade e a produtividade das culturas agricolas como por
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sensoriamento continuo e automagéo inteligente alcanga um preciséo de 99,24% quanto
a previsdo ou maximizacao de controle de doencas foliares em tomateiro.

Diante desse contexto, esta pesquisa visou identificar bactérias antagonistas que
realizam a inibicdo de fitopatdgenos, propiciando efeito protetivo do tomateiro (S.
lycopersium), sirva de fundamentacdo para o desenvolvimento de bioinsumos que
contribuam para o desenvolvimento agricola sustentavel de solanaceas e que futuramente
a acdo de inibicdo bacteriana contra as fitodoencas foliares sejam realizadas pelo uso de
um sensor de imagem optica captada em tempo real por meio de dispositivos inteligentes
que usem 5G/6G e loT.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENGAO DO FITOPATOGENO

O fitopatogeno C. cassiicola foi isolado de folhas de tomateiro apresentando
sintomas caracteristicos de mancha alvo. As coletas foram realizadas na area de cultivo
de tomate, na Estacdo Experimental de Hortalicas Dr. Alejo von Der Pahlen, KM 14 da
estrada AM 010 (S: 02° 59’ 45,77 e W: 60° 01° 22,3”). Os conidios dos fungos associados
as lesdes foram transferidos para placa de Petri contendo meio de Batata Dextrose Agar
(BDA) (200 g de batata, 20 g de dextrose, 15 g agar e 1 L de &gua). As placas foram
mantidas em BOD a 25 °C, por cinco a sete dias. As hifas desenvolvidas foram repicadas
para placas contendo BDA e mantidas em BOD a 25 °C por dez dias e armazenadas em
refrigerador a 5 °C. Os isolados selecionados para os testes nesta pesquisa foram

confirmado por técnicas de biologia molecular conforme descrito no item 2.4.

2.2 SELECAO DE BACTERIAS CONTRA PATOGENOS DE TOMATEIRO

As bactérias antagonistas foram selecionadas com base no método de cultura
pareada quanto a atividade antagonista contra o fitopatégeno de tomateiro C. cassiicola
(INPA 2671). Foram avaliadas 60 bactérias da colecéo de microrganismos do laboratério
de Biologia Molecular da Embrapa Amazbnia Ocidental (SISGEN n° AB6B14F),
isoladas de raizes de Paullina cupana e sedimentos do rio Solimdes. Esses isolados foram
reativados em meio de cultura BDA e mantidos em camara de crescimento BOD a 28 +
2 °C sob regime de 12 h de luz. As triagens foram realizadas individualmente em placas
de Petri de 90 x 15 mm com meio BDA na atividade antagdnica contra C. cassiicola. As

avaliagdes foram realizadas pela anélise de cultura pareada de acordo com Bastos (1997),

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.1, p. 4677-4697, jan., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

4681

a fim de identificar os trés melhores antagonistas para seguirem para a proxima etapa de
avaliagdo. Cada experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com apenas uma unidade amostral por tratamento. Dos 60 isolados bacterianos
foram selecionadas os trés: PcAl, Sol 194 e Sol 195 que mostraram potencial para inibir

o crescimento de C. cassiicola invitro.

2.3 ANALISE DA INIBIGAO IN VITRO DE BACTERIAS CONTRA PATOGENOS
DE TOMATEIRO

A analise de antagonismo ocorreu de forma que um disco de 3 mm de diametro
do do fungo foi retirado apds 72 h de cultivo e transferido ao centro da placa de Petri
contendo meio BDA e a aproximadamente 2 cm de distancia foram feitos dois arrastes
com as bactérias com aproximadamente 2 mm de largura por 3 cm de comprimento (um
de cada lado). O controle consistiu do cultivo do fitopatdgeno na auséncia do antagonista.
As placas foram mantidas em cdmara de crescimento BOD a 28 + 2 °C sob regime de 12
h de luz. As avalia¢fes foram realizadas a cada sete dias até o vigésimo primeiro dia (Plzq,
Pliad, Pl21d). A partir das medicdes foi calculado o percentual de inibi¢éo de crescimento

micelial dos fungos patogénicos de acordo com a férmula (LEE et al., 2014):

(R—1)
R

Inhibition (%) = l * 100]

Onde:

R = crescimento radial do patégeno na placa controle;
r = crescimento radial do patégeno em culturas pareadas.

2.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ANTAGONISTAS E PATOGENOS

As trés bactérias antagonistas selecionadas PcA1l, SOL 194 e SOL 195 foram
cultivadas em meio liquido de ISP2 (3 g de extrato de malte, 3 g de extrato de levedura,
10 g de dextrose, 1 L de agua destilada, pH 6,2) por 48 horas a 37 °C. Em seguida
centrifugadas para obtencdo da massa bacteriana. A extracdo do DNA foi realizada
utilizando o kit de purificagdo Wizard Genomic DNA Purification (Promega). O
protocolo de extracdo foi o CTAB de Doyle (1991) em micro extraccdo com silica para

as bactérias e em macro extragdo com nitrogénio liquido para o fungo.
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A identificacdo molecular das bactérias foi conduzida pela amplificacdo de
fragmentos do RNA ribossomal 16S (16S rRNA), utilizando o primer PO27F (5°-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) ¢ 1492R (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT -
3’) (WHITE et al., 1990; KUMARAE E SOUSA, 2002)..

O isolado fungico INPA 2671 foi identificado com os primers ITS1 (5°’TTC CGT
AGG TGA ACC TGC GG 3’) e NL4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White
et al., 1990; Kumarae e Sousa, 2002). As reacdes foram preparadas para um volume final
de 25 pl, contendo: 50 ng de DNA total; 0,5 pmol de cada primer; 1X buffer de reagao
(100 mM Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C), 500 mM KCI, 0,8% (v/v) Nonidet P40); 2 mM
MgClz; 1 mM dNTPs e 1U de Taq DNA polimerase. O termociclador programado para
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 30 seg,
anelamento 55 °C por 60 seg, elongacdo a 72 °C por 1,5 min. Elongacéo final a 72 °C por
5 min. Os fragmentos submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v) com
marcador de peso molecular de 1 kb (Invitrogen), revelados com brometo de etidio e
fotografados sob luz UV light usando o Molecular Imaging System (Loccus
Biotecnologic L-Pix. Chemi).Os produtos de PCR também foram purificados com PEG
20% e incubados em termociclador por 15 minutos a 37 °C (Applied Biosystems) para
serem usados nas reagdes de sequenciamento reallizadas com o volume de 10 pl (5 pl
produto de PCR purificado, 2 pl de Bigdye v 3.1 (Thermo Fisher), 2 pul do buffer 5 X
(Applied Biosystems) e 3,2 pmol de cada primer. O termociclador programado para 96
°C por 4 min, seguido por 30 ciclos a 96 °C por 10 seg, 50 °C por 5 seg e 60 °C por 4
min. As reagOes de sequenciamento foram analisadas no sequenciador Genetic
Biosystems 3500 (Applied Biosystems/Hitachi).

A identificacdo das bactérias e do fungo foi conduzida pela analise filogenética
com base nas sequéncias obtidas juntamente com sequéncias do banco de dados do NCBI
(http: //www.ncbi.nlm.nih). As sequéncias individuais foram alinhadas com o software
Clustal W (ZHU et al., 2015) para a observacdo da arvore filogenética no programa
MEGA v.11 (DONTHU et al. 2021). A topologia da arvore avaliada por meio da analise

de bootstrap usando 1000 reamostragens.

2.5 AVALIACAO DAS BACTERIAS EM EXPERIMENTOS IN PLANTA
A avaliacdo do controle de C. cassiicola no tomateiro utilizando as bactérias

selecionadas foram conduzidos em casa-de-vegetacdo na Estacdo Experimental de
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Hortaligas, Dr Alejo VVon Der Pahlen do INPA, (Rodovia AM 010, km 14, Manaus-AM).
No geral as avalia¢fes foram realizadas a cada 5 dias por um periodo de 35 dias apos a
inoculacdo das bactérias nas mudas, totalizando 6 avaliagdes. O parametro avaliado in
planta foi a severidade da doenca.

A possibilidade de controle da doenga foi estuda em trés experimentos
independentes. No experimento para analisar o efeito preventivo as bactérias putativas
biocontroladoras foram inoculadas 5 dias antes da inoculacdo do fitopatdgeno. No
experimento do efeito coinoculado as bactérias putativas biocontroladoras foram
inoculadas concomitantemente com o fitopatégeno. No experimento do efeito curativo as
bactérias putativas biocontroladoras foram inoculadas quando a doenga estava iniciando
0s sintomas na planta. O controle positivo foi inoculado somente o patdgeno sem a
bactéria putativa biocontroladora e o controle negativo somente agua estéril. Os extratos
bacterianos foram obtidos por meio do crescimento em meio de cultura ISP2 liquido, sob
agitacdo mecanica de 200 rpm por até 24 horas, tendo a densidade 6tica ajustada para
As40= 0,5 (concentragio aproximada de 108 ufc mL™). Em seguida, centrifugado a 7800
rpm por 6 minutos a 15 °C em centrifuga (eppendorf Centrifuge 5430 R) e a massa
bacteriana diluida em agua estéril. (ROCHA e MOURA, 2013). Utilizado o substrato
comercial Tropstrato HT Hortaliga autoclavado a 120 °C a 1 atm (Makishima e Carrijo,
1998).

Utilizada a cultivar de tomate Santa Cruz semeada diretamente em copos plasticos
de 500 mL contendo o substrato. Uma fertirrigacdo com 50 mL de N-P-K (Plantafol
20:20:20) na concentracdo de 2 g L™ foi realizada 72 horas antes da semeadura.

Realizadas duas irrigacbes mecanizadas e automatizadas em aspersao por dia por
um periodo de 15 minutos cada. A partir do trigésimo dia apds a semeadura também
foram realizadas duas irrigagdes manuais com 50 mL de agua direto na unidade
experimental. A cada sete dias as unidades experimentais foram fertirrigadas (CARRIJO
et al., 2005) com 50 mL de Plantafol 20:20:20 diluido em agua natural e obedecendo a
quantidade de 2 g L.

A quantificacdo da severidade da mancha-alvo causada pelo fungo C. cassiicola
foi feita a cada cinco dias, com base na escala diagramatica de notas para anélise da
severidade da mancha-alvo proposta por Costa (2012) que estabelece as seguintes notas:

1 = foliolo sadio; 2 = severidade baixa, até 10% do tecido lesionado; 3 = severidade
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média, 11 a 20% do tecido lesionado; 4 = severidade média-alta, 21 a 40% do tecido

lesionado; 5 = severidade alta, acima de 40% com grandes areas necrosadas (Figura 1).

Figura 1 — Escala diagramatica de notas para analise da severidade de Corynespora cassiicola em foliolos
de tomateiro.

1 2 3 4 5 ¥
Fonte: Costa (2012) com adaptacBes do autor desta pesquisa, 2022.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos casualisado
(DBC) com cinco repeti¢fes por tratamento. Para verificar a diferenca nos tratamentos de
todos os experimentos foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA) e subsequentemente
realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade (P < 0.05).. As analises foram
conduzidas utilizando o software SISVAR versdo 5.6 (FERREIRA, 2019).

Os experimentos foram composto por cinco tratamentos, sendo: tratamento
1:controle positivo (com C. cassiicola e sem bactérias antagonistas); tratamento 2: isolado
PcAle C. cassiicola; tratamento 3: isolado Sol 194 e C. cassiicola; tratamento 4: isolado
Sol 195 e C. cassiicola e tratamento 5: controle negativo (sem ambos C. cassiicola e
bactérias antagonistas) somente agua estéril.

As inoculagbes de C. cassiicola nos tomateiros foram realizadas quando as plantas
apresentavam quatro folhas verdadeiras. O fungo foi inoculado por aspersdo de 10 mL da
solugdo contendo uma suspensdo calibrada em 10° conidio mL™ (cAmara de Neubauer)
na regido foliar de cada unidade experimental delineada para o recebimento do
fitopatogeno (TERAMOTO et al. 2013). Sendo que em cada unidade experimental cinco
foliolos de cada uma das trés ultimas folhas compostas da regido apical receberam cinco
picadas com uma agulha estéril para facilitar a entrada do patdégeno no tecido vegetal.

Esta mesma técnica foi utilizada para a inoculagéo dos agentes biocontroladores.
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3 RESULTADOS
3.1 AVALIAC;AO IN VITRO DAS BACTERIAS CONTRA C. CASSIICOLA DE
TOMATEIRO

A triagem realizada com 60 bactérias indicou que os trés isolados: PcAl, Sol 194
e Sol 195, mostraram potencial para inibir o crescimento do fitopatdgeno C. cassiicola
(isolado INPA 2671). As antagonistas selecionadas e o fungo foram submetidos a
identificacdo molecular e os resultados sdo apresentados na tabela 2.

As avaliacOes in vitro realizadas contra C. cassiicola apresentaram eficiéncia de
inibicdo de 75,73%.

O isolado Sol 194 apresentou 66.54% de inibicdo contra C. cassiicola apds 7 dias.
Seguido do Pc A1 com média do percentual de 60,74% e do Sol 195 com 58,69% de
inibicdo. Nas analises do percentual de antagonismo de 14 dias o Pc Al apresentou o
maior percentual de inibicdo com 70,20%, seguido do isolado Sol 194 com 65% de
inibicdo. Com 21 dias também foi 0 Pc Al que permaneceu de forma progressiva com a

maior a maior porcentagem de inibic¢do 75,73% (Tabelal) (Figura 2).

Tabela 1 — Médias de porcentagens de inibicdo Corynespora cassiicola entre 7 e 21 dias de avaliacdo.

Isolado %-Inibicéo %-Inibicéo %-Inibigdo
bacteriano 7 dias 14 dias 21 dias

Sol 195 58,69 b 63,35 b 61,47 b
Pc Al 60,74 b 70,20 b 75,73 b
Sol 194 66,54 b 65,00 b 59,25 b
CV (%) 9,91 10,46 16,25

DMS 15,38 17,33 20,88

Medidas de tratamentos seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade (P < 0.05). CV: Coeficiente de variacdo. DSM: Desvio médio de significancia.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.1, p. 4677-4697, jan., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

4686

Figura 2 — Avaliacdo em cultura pareada por 21 dias de C. cassiicola contra Bacillus amyloliquefaciens,
Stenotrophomonas maltophilia e Microbacterium.

CONTROL

~ 7 3 " S
C orynespora cassiicola

PcA1

Bacillus amyloliquefaciens

SOL 195

Stenotrophomonas maltophilia

SOL 194

Microbacterium resistens

Fonte: Monteiro, 2022.

3.2 IDENTIFICA(;AO MOLECULAR DOS ANTAGONISTAS E PATOGENOS
UTILIZADOS NESTE ESTUDO

A analise molecular com base no genoma completo do isolado PcAl e da regido
16 das demais bactérias, revelou que PcALl pertente a espécies Bacillus amyloliquefaciens
com base no dDDH acima de 70%, o isolado Sol 194 apresentou 87,99% de identidade
com Microbacterium resistens e o isolado Sol 195 com 96.44% como Stenotrophomonas
maltophilia (Tabela 2).

Tabela 2 — Identificacdo molecular dos isolados utilizados neste estudo.

Isolado Barcode 1d(% N de acesso Identificacao

)
PcAl 16SrDNA 96,54 0OM541330.1 Bacillus amyloliquefaciens strain GRSB-21
SOL 194 16SrDNA 87,99 KF703723.1 Microbacterium resistens strain EAAG97
SOL 195 16SrDNA 96,44  KX350046.1 Stenotrophomonas maltophilia strain F3-2-41
C. cassiicola (INPA 2671) ITS 99,58 MT470606.1 Corynespora cassiicola strain HEVV244L

Fonte: NCBI (http: //www.ncbi.nlm.nih)

3.2.1 Microspcopia Eletrénica de Varredura — MEV
A disposicdo das bactérias no momento da reproducdo celular, com
comportamento de desenvolvimento reprodutivo micelial (Figuras 3 e 4 )e a estrutura de

sua coldnia parecida com fungos filamentosos (Figura 5) (Oliveira et al. 2014) indicam
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que dois dos isolados bacterianos, Microbacterium resistens (Sol 194) e
Stenotrophomonas maltophilia (Sol 195) tratam-se de actinobactérias.

Figura 3 — Estrutura da coldnia de M. resistens (SOL 194) semelhante a fungos filamentosos em

microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Barras de escala: 2 um.
e, g ‘ R o 4

Fonte: Autor (2022).

Figura 4 — Estrutura da col6nia de S. maltophilia (SOL 195) semelhante a fungos filamentosos em
microscopia eletrénica de varredura (SEM). Barras de escala: 1 pum.
S AT ‘/’/ 7 Y R ‘ //:’ /’“ e
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Figura 5 — Corynespora cassiicola (INPA 2671) fungo filamentoso em microscopia eletrnica de
varredura (MEV). Barras de escala: 20 pm.
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Fonte: Autor (2022).

3.3 AVALIACAO IN PLANTA DAS BACTERIAS CONTRA C. CASSIICOLA DE
TOMATEIRO

In planta no efeito preventivo, tanto a Stenotrophomonas maltophilia (Sol 195)

quanto o Bacillus amyloliquefaciens (PcAl), mantiveram as menores médias de
severidade da doengca mancha-alvo com nota 2,6, ndo havendo diferengas estatistica entre
elas. Seguido da Microbacterium resistens (Sol 194) com a maior média (3,40),
apresentando a menor eficiéncia no controle da doenca mancha-alvo (Tabela 3) (Figura
5).

Quando avaliadas por meio de co-inoculacdo a Microbacterium resistens (Sol
194) apresentou a menor média (2,6), porém, sem diferenca estatistica quando comparada
com as demais. Na avaliacdo do efeito curativo o Bacillus amyloliquefaciens (PcAl)
manteve a menor média de severidade da doenca mancha-alvo (2,8) permanecendo sem

distincdo estatistica a nivel de 5%. Ja a Stenotrophomonas maltophilia (Sol 195) ficou

com 3.4 de média de severidade da doenca mancha-alvo. Seguida da bactéria Sol 194
com nota 4 de média de severidade da doenca mancha-alvo (Tabela 3) (Figura 5).

O isolado PcAl manteve-se nos trés testes a menor media de severidade desta
doenca no tomateiro. Tantono no efeito co-inoculado, quanto no efeito curativo, ndo
apresentou alteracdo no valor da nota em relagdo ao controle da agéo fitopatogénica do
fungo C. cassiicola ao tomateiro, sendo considerado o mais eficiente no controle do fungo

C. cassiicola no tomateiro em casa de vegetacao (Tabela 3) (Figura 5).
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Tabela 3 — Médias de severidades de C. cassiicola avaliadas no tomateiro.

Tratamento Meédias de Severidade

Efeito preventivo Coinoculacéo Efeito curativo
Sol 195 2,60 a 3,00 a 340ab
Pc Al 2,60 a 2,80a 2,80a
Sol 194 340ab 2,60a 400 bec
Controle negativo 3,80ab 480 b 4,80 c
Controle positivo 480ab 500 b 4,60 c
CV (%) 29,93 16,02 16,13
DMS 1,94 1,10 1,19

Medidas de tratamentos seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV: Coeficiente de variagdo. DSM: Desvio médio de significancia.

Figura 6 — Avaliacdo da severidade da mancha-alvo por C. cassiicola em efeito preventivo por 35 dias: (a)
Controle negativo. (b) Controle positivo. (c) Bacillus amyloliquefaciens. (d) Microbacterium resistens e
(e) Stenotrophomonas maltophilia.

N
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Figura 7 — Avaliacgdo da severidade da mancha-alvo por C. cassiicola em efeito co-inoculado por 35 dias:
(a) Controle negativo. (b) Controle positivo. (c) Bacillus amyloliquefaciens. (d) Microbacterium resistens
e (e) Stenotrophomonas maltophilia.

"~ Fonte: Autor (2022).
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Figura 8 — Avaliag8o da severidade da mancha-alvo por C. cassiicola em efeito curativo por 35 dias: (2)
Controle negativo. (b) Controle positivo. (c) Bacillus amyloliquefaciens. (d) Microbacterium resistens e
(e) Stenotrophomonas maltophilia.

Fonte: Autor (2022).

4 DISCUSSOES

Os testes no periodo de sete dias de antagonismo in vitro (Gréafico 1) contra o
fungo C. cassiicola indicaram que a Microbacterium resistens e a Stenotrophomonas
maltophilia mesmo sem distin¢des estatisticas mas com diferencas numéricas em relagédo
as bactérias avaliadas obtiveram percentual de inibicdo de C. cassiicola de 66,54% e
58,69% respectivamente. Este resultado contribui com os trabalhos de Lépez et al.
(2021), visto que em seus estudos in vitro dois isolados do género Microbacterium e dois
isolados do género Stenotrophomonas reduziram em mais de 25% o crescimento de C.
cassiicola.

O Bacillus amyloliquefaciens apresentou 60,74% de inibi¢cdo do crescimento de
C. cassiicola nos testes de sete dias in vitro. E continuou de forma progressiva assumindo
o0 primeiro lugar quanto ao percentual de inibicdo deste fungo nas demais avaliagdes até

aos 21 dias (70,20% e 75,73% respectivamente). Os resultados do percentual de inibigéo
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de C. cassiicola promovido pelo Bacillus amyloliquefaciens nesta presente pesquisa
foram superiores aos resultados alcancados com os trabalhos de Riddech et al. (2017)
pois em seus estudos pelo método de cultura dupla realizado por sete dias o B.
amyloliquefaciens apresentou somente 47, 63% de inibicdo do fungo C. cassiicola.

Os resultdos de controle do fungo C. cassiicola isolado de tomatiro pelo ouso de
Bacillus apresentando altos percentuais pode ser um indicativo promissor para ser usado
na diminuicdo da incidencia de doencas agricolas de areas tropicais (DOS SANTOS et
al., 2022). Assim como colaboram com os estudos de... no tocante ao uso do género
bacillus como antagonista de crescimento de fungos fitopaténicos (GABARDO et al.,
2020)

Gréfico 1 — Andlise da inibi¢do em cultura pareada de 7 a 21 dias de C. cassiicola contra: Bacillus
amyloliquefaciens (Pc Al); Microbacterium resistens (Sol 194) e Stenotrophomonas maltophilia (Sol
195).

100

80
60 %

40

% - Inhibition

20

0

7 Dia 14 Dia._, 21 Dia
C.cassiicola
w=@e==PCAl ==@==SOL 195 e=0==SOL 194

Fonte: Autor (2022).

Os testes in planta (Figura 6) indicaram situacdes importantes, como por exemplo,
todas as unidades experimentais e principalmente o controle negativo onde as plantas que
ndo foram inoculadas com o patégeno no decorrer dos experimentos foram infectadas
com C. cassiicola e apresentam 0s sintomas da doenca mancha-alvo com severidade
maior que as tratadas com as putativas bactérias biocontroladoras. Estes resultados
confirmam a veracidade dos estudos de Pernezny e Simone (1999) e das pesquisas de
MacKenzie et al. (2018) os quais afirmam que a inoculagdo primaria de C. cassiicola
ocorre por conidios do fungo disseminados pelo ar. Outro resultado interessxante foi que
o B. amyloliquefaciens manteve a menor média de severidade da mancha-alvo quando
comparados as demais bactérias avaliadas nos trés experimentos e reduziu em 56% a
severidade da doenca mancha-alvo no tomateiro.

Os resultados avaliados in planta na agcdo antagonica contra C. cassiicola além de

ser superiores aos avaliados por Imran et al. (2022), contribuem com a pesquisa destes
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autores pois como a forma de infeccdo e a manifestacdo da doencga do fungo Alternaria
solani sdo semelhantes ao fungo Corynespora cassiicola, nos estudos destes autores o B.
amyloliquefaciens reduziu em 36,58% a severidade da doenca causada por Alternaria
solani e neste estudo fica enfatizado que a eficiencia de controle da mancha-alvo realizado

pelo B. amyloliquefaciens foi de 56% .

Figura 10 — Analise de severidade da mancha-alvo in planta causada por C. cassiicola por 35 dias em
casa de vegetacdo contra os isolados bacterianos: Bacillus amyloliquefaciens (Pc Al); Microbacterium
resistens (Sol 194) e Stenotrophomonas maltophilia (Sol 195).
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e=@unPcAl =@==SOL 195 ==0==SOL 194
Fonte: Autor (2022).
5 CONCLUSOES
1- In vitro o Bacillus amyloliquefaciens manteve aumento progressivo de

inibicdo do crescimento de C. cassiicola até o ultimo dia de andlise, com 75,73%
de inibicdo. Mostrando ser o mais eficiente nos testes antagbnicos contra C.
cassiicola.

2- A Stenotrophomonas maltophilia e o Bacillus amyloliquefaciens foram os
mais eficientes na reducéo da severidade da mancha alvo em tomateiro, quando
utilizados de forma preventiva. O isolado SOL 194 apresentou maior eficiéncia
no controle da mancha-alvo, quando avaliado na coinoculacgdo. E o isolado PcAl
também foi 0 mais eficiente na reducgéo da severidade da doenga quando inoculado
depois da doenca estabelecida na planta (efeito curativo).

3- Como se avalia a severidade da mancha-alvo pelo desenvolvimento do alo
necrotico no foliolo da planta e para isso é importante o uso de imagens, assim
sendo, ha uma necessidade real de se implantar um sistema de monitoramento
digital com imagem em tempo real e que este sistema seja interligado a rede

mundial de comunicagéo para que assim ndo apenas o produtor consiga gerenciar
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com maior conhecimento dos agentes interferentes ao seu cultivo como possa ter
maior precisdo para tomadas de decisdes quanto ao uso adequado de biocontroles.
Portanto, os resultados alcangados indicam que o Bacillus amyloliquefaciens (Pc
Al) é eficiente conta C. cassiicola e tem potencial de biocontrole da mancha-alvo. No
entanto novas pesquisas precisam ser realizadas em um periodo maior que o destes
estudos. Contudo, hé perspectivas de se elucidar a formulagdo de um bioproduto a partir
de metabdlitos oriundo deste Bacillus, bem como a probilidade de desenvolvimento de
um produto biologico que atenda satisfatoriamente o controle da mancha-alvo para que
assim agricultores de solanaceas possam ter exito em suas producfes sem a necessidade

da utilizacéo de defensivos agricolas.
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