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RESUMO

O cultivo da batata (Solanum tuberosum L.) possui grande relevancia no Brasil, sendo
destinado a diferentes finalidades, que vao desde o processamento industrial até o
consumo in natura. Um dos principais desafios enfrentados pelos produtores na obtengao
desses tubérculos € o manejo de doencas, especialmente as de origem bacteriana, como a
Podriddao mole, que comprometem a produtividade. O controle biolodgico constitui uma
importante ferramenta no manejo de doencas, destacando-se progressivamente como uma
alternativa sustentavel e de crescente viabilidade. Rizobactérias isoladas de areas de
cultivo, nas quais ja se estabeleceu interagdo com a cultura, configuram-se como agentes
promissores no controle de fitopatégenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficiéncia do uso de rizobactérias como antagonistas ao género Dickeya e
Pectobacterium, por meio de ensaios conduzidos em camara imida. Foram testadas 18
bactérias contra o fitopatégeno Dickeya spp. e entre essas 12 contra a Pectobacterium
spp., coletadas de areas de cultivo de batata. Os tratamentos com cada isolado bacteriano
foram avaliados em trés repetigdes. As rizobactérias LFBI11, LFB10, LFBI8
apresentaram melhores resultados na supressdo da Dickeya spp. em tubérculos de batata,
com valores estatisticamente semelhantes ao controle negativo (sem inoculagcdo da
fitobactéria). Ja os isolados LFB1, LFB2, LFB6, LFB7, LFB9, LFB10, LFB11 ¢ LFB12
mostraram eficiéncia para ambos fitopatdogenos, demonstrando eficiéncia na redugdo ou
inibicdo de infeccdo independente do agente causal. Esses isolados demonstraram
elevado potencial de biocontrole da podridio mole, possivelmente em funcdo de
mecanismos de antagonismo, como a produc¢do de metabdlitos antimicrobianos e
competicao por nutrientes e sitios de infec¢ao.

Palavras chave: Solanum tuberosum L.; Pectobacterium; Dickeya; Controle bioldgico.
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ABSTRACT

Potato (Solanum tuberosum L.) cultivation is highly relevant in Brazil, serving various
purposes ranging from industrial processing to fresh consumption. One of the main
challenges faced by producers in obtaining these tubers is disease management, especially
those of bacterial origin, such as soft rot, which compromise productivity. Biological
control is an important tool in disease management, progressively standing out as a
sustainable and increasingly viable alternative. Rhizobacteria isolated from cultivation
areas where interaction with the crop has already been established are promising agents
in the control of phytopathogens. The objective of this work was to evaluate the efficiency
of using rhizobacteria as antagonists to the genera Dickeya and Pectobacterium, through
assays conducted in a humid chamber. Eighteen bacteria were tested against the
phytopathogen Dickeya spp., and among these, 12 against Pectobacterium spp., collected
from potato cultivation areas. Treatments with each bacterial isolate were evaluated in
triplicate. Rhizobacteria LFB11, LFB10, and LFBI18 showed the best results in
suppressing Dickeya spp. in potato tubers, with values statistically similar to the negative
control (without inoculation of the phytobacteria). Isolates LFB1, LFB2, LFB6, LFB7,
LFB9, LFB10, LFBI11, and LFBI2 showed efficiency for both phytopathogens,
demonstrating effectiveness in reducing or inhibiting infection regardless of the causal
agent. These isolates demonstrated high biocontrol potential for soft rot, possibly due to
antagonistic mechanisms, such as the production of antimicrobial metabolites and
competition for nutrients and infection sites.

Keywords: Solanum tuberosum L.; Pectobacterium; Dickeya; Biological control.
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1. INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) € a terceira cultura alimentar mais importante do
planeta, e a primeira commodity ndo grao. Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas
consomem batata diariamente no mundo (Fernades et al., 2015). Em 2022, o consumo da
batata pelos brasileiros chegou a 19,69 kg per capita no ano (FAOSTAT, 2022).

Um dos principais fatores que comprometem a producdo no territorio brasileiro
devido ao clima favoravel, sdo as fitodoencas, sobretudo as de origem bacteriana que
causam perdas significativas no cultivo da batata durante varias etapas do ciclo da cultura,
abrangendo desde a planta até o tubérculo, causadas pelos géneros Dickeya e
Pectobacterium (Beriam & Almeida, 2016).

A Podriddio mole é um dos principais problemas que ocorrem durante o
armazenamento dos tubérculos, decorrente de ferimentos causados durante a colheita e
transporte. A pequena resisténcia ao armazenamento obriga o produtor a venda imediata
da produgdo, impedindo-o de negociar por pregos mais atrativos (Dias; lamauti; Fischer,
2016).

A constatacao da importancia da Podriddo Mole confirma que um dos maiores
desafios para o cultivo da batata nos tropicos € a ocorréncia das podriddes provocadas por
bactérias pectoliticas que, se ndo adequadamente controladas, podem provocar perda total
tanto em campo como em pds-colheita. A podridao mole ¢ causada por varias espécies de
bactérias dos géneros Pectobacterium e Dickeya, da familia Enterobacteriaceae (Lopes
et. al.,2021).

Dentre os meios de controle para esses patdgenos existe o controle bioldgico que
pode ser definido, de forma simples, como um fendomeno natural que consiste na
regulagdo do numero do alvo por inimigos naturais, os quais se constituem nos agentes
de mortalidade bidtica (Berti Filho & Macedo, 2011).

No controle biologico, a utilizacdo de rizobactérias podem exercer efeitos
diretamente através da produgdo de metabdlitos ou indiretamente pela supressdo de
patdgenos de plantas (Lucon ef al., 1999).

O presente estudo tem como objetivo avaliar diferentes rizobactérias isoladas de
areas produtoras de batata, com potencial de biocontrole contra o fitopatégeno Dickeya
spp. € Pectobacterium spp., agente causal da podridao mole, visando sua aplicagdo como
alternativa de controle bioldgico, contribuindo para a preservacao da sanidade da cultura

e, consequentemente, para o incremento da produtividade.



12

2. REVISAO LITERATURA

2.1 Origem e historico da cultura da batata

A batata tem seu centro de origem a regiao andina, ao redor do lago Titicaca no
Peru. O termo batata inglesa foi adotado no Brasil por ocasido da construgao das ferrovias,
pois a maioria dos trabalhadores eram ingleses, e para diferenciar de nossa batata doce,
passaram a chama-la de batata inglesa (Salas et al., 2017).

Segundo a ABBA (Associagdo Brasileira de Batatas), a difusdo da batata em
outros continentes ocorreu através da colonizagdao realizada pelos paises europeus,
inclusive no Brasil. Inicialmente era cultivada em pequena escala em hortas familiares,
pesquisadores da historia da alimentacdo apontam duas razdes basicas para o €xito e a
disseminagdo da batata: o valor energético e auséncia de colesterol e o fato de possuir
sabor e cheiro pouco acentuado, possibilitando centenas de combinagdes que resultam em

sabores diferentes.

2.2 Producao

A produ¢ao mundial anual de batata supera 330 milhdes de toneladas em uma area
de 18 milhdes de hectares. Tais producdes sdo alcancadas devido as modernas técnicas de
cultivo empregadas pelos produtores, associadas a cultivares mais produtivas, que sao
desenvolvidas pelos programas de melhoramento genético da cultura (Fernades et al.,
2015).

O Brasil produz cerca de 4,1 milhdes de toneladas por ano, com uma area de
aproximadamente 123,4 mil hectares, sendo o estado de Minas Gerais o maior produtor
nacional, com o estado de Goids ocupando a 6* posicdo nacional, registrando uma
producdo de 267.453 toneladas em uma area cultivada de 6.520 hectares. (IBGE, 2023).
A cultura da batata no pais, tem uma estimativa de crescimento de produtividade de 4,2%
para 2025 quanto ao ano anterior com uma produtividade média de 32.611 kg/ha no ano

de 2024 segundo o Levantamento Sistematico da Produg@o Agricola (LSPA).

2.3 Epocas de plantio e sistemas de cultivo

A principal safra da cultura da batata nas principais areas das regides Sul e Sudeste
do Brasil ¢ a “das aguas”, que ¢ plantada em agosto-dezembro e colhida a partir de
novembro. O plantio "de inverno", realizado de abril a julho e colhido em julho-outubro,

¢ também praticado nessas mesmas regides, em locais onde ndo ocorrem geadas, mas
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depende de irrigacdes durante o ciclo de desenvolvimento da cultura. O cultivo "da seca",
que comega em janeiro-mar¢o, deve ser realizado o mais cedo possivel para evitar as
geadas em regides onde ocorre inverno rigoroso. Regides consideradas ndo tradicionais
para o cultivo da batata, como o Planalto Central e areas altas na regido Nordeste,
comumente apresentam condi¢des razoaveis de plantio durante o ano, quando nao ocorre
excesso de chuva, que dificulta o controle de doengas e prejudica a aparéncia dos
tubérculos. Maiores produtividades e melhor qualidade do produto sdo obtidas durante o

inverno seco, sob irrigagao (Fernades et al., 2015).

2.4 Ciclo de desenvolvimento da cultura

Segundo a empresa BASF, a batata é uma cultura que possui um ciclo de
desenvolvimento dividido em cinco fases, que compreende a emergéncia, crescimento
vegetativo, inicio da tuberizacdo, crescimento dos tubérculos e por fim a maturagdo em

média de 130 dias do plantio a colheita.

2.5 Propagacio e praticas de plantio
Apesar de muitas cultivares produzirem flores e frutos, e nestes frutos serem
produzidas sementes botanicas, chamadas também de sementes verdadeiras, a batateira
normalmente ¢ propagada vegetativamente, por meio dos tubérculos, que sdao caules
modificados para a acumulagdo de amido e nutrientes. Desta forma, cada planta de uma
determinada cultivar sdo individuos idénticos. Os sulcos de plantio geralmente tém 10 a
15 cm de profundidade, com espagamento de 70 a 90 cm, os espagamentos entre sulcos ¢
de 80 a 90 cm para batata-semente, utiliza-se 70 a 75 cm entre sulcos. O espacamento
entre as linhas deve permitir o trafego de maquinas durante os tratos culturais. A distancia
entre as plantas, nas linhas, varia de 30 a 40 cm para a produgdo de batata-consumo e de
20 a 25 cm para o cultivo de batata-semente. A profundidade de plantio depende das
condigdes do solo. Em solos argilosos, normalmente os tubérculos semente sdo
posicionados de 3 a 5 cm abaixo da superficie do solo, j4 em solos de textura média ou

arenosa a profundidades pode ser de até 10 cm (Fernades et al., 2015).

2.6 Principais doencas da cultura da batata
Segundo ABBA, sdao consideradas doencas limitantes na cultura da batata

causadas por fungos e bactérias. Algumas dessas doencas causados por fungos sdo a
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requeima, podridao seca, mofo branco, olho pardo, podridao aquosa, pinta preta, mancha
asfalto, sarna prateada, mofo cinzento e sarna pulverulenta.

Doengas causadas por bactérias como a Canela Preta e Podriddao mole causando
grandes prejuizos para cultura tendo sintomas distintos sdo causados por dois patdogenos
a Pectobacterium spp. e a Dickeya spp. Essas doengas contribuem para a redugdo da
produtividade na cultura, sendo de grande importancia o monitoramento € o controle

preventivo para assegurar uma boa producao (Lopes, 2021).

2.7 Podridao mole

Esses patdgenos associados a Podridao mole a Dickeya spp. e Pectobacterium
spp., sendo bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes, mdveis por flagelos
peritricos, ndo formam esporos ¢ sao anaerobias facultativas. A bactéria causa uma
podriddo mole e encharcada de cor creme e apresenta cor escura na periferia da area
atingida, que se desprende facilmente do tecido sadio. O encharcamento do tecido seguido
da podridao mole ocorre pela destruicdo da lamela média que une as células, causando a
perda de dgua (Dias; Iamauti; Fischer, 2016). Com o passar do tempo, a infec¢do avanca
para uma podridao mole caracteristica, escurece e emite mal cheiro, muito em fungao da
invasao de bactérias saprofitas (Embrapa, 2022).

O armazenamento em ambientes quentes e imidos favorece a doenga. A podridao
mole € o ataque dos tubérculos enquanto a canela preta ocorre no campo com a planta em
estadio vegetativo. A doenga ¢ endémica em todas as 4reas de plantios de batata, mas
danos s6 sao reportados quando ha periodos muito favoraveis a sua ocorréncia (Dias;
lamauti; Fischer, 2016).

A podridao mole e a canela preta tém os mesmos agentes causais. Os sintomas
podem ocorrer em qualquer estddio de desenvolvimento da planta, variando de acordo
com as condi¢des de umidade, idade e local atacado da planta. Ramos afetados
apresentam enegrecimento do colo, que normalmente estd associado a deterioragdo do
tubérculo-mae. Quando a infecg@o ocorre logo apds emergéncia dos ramos, ha diminui¢do
do porte e morte das plantas. Em infec¢des mais tardias, as folhas apresentam inicialmente
enrolamento, evoluindo para amarelecimento e murcha. No final, os vasos ficam
descoloridos, de cor parda. Sintomas tardios de canela preta recebem o nome de talo-oco
(Dias; Iamauti; Fischer, 2016).

Todas as espécies causadoras de podriddes moles caracterizam-se por produzir

pectinases, enzimas que comprometem a integridade dos tecidos, ficam também sujeitos
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a ataque de microrganismos secundarios, que normalmente estdo associados ao mau
cheiro advindo dessas podriddes, além disso a canela preta causa falha de emergéncia e
apodrecimento da base da rama ficando escurecida, resultando no amarelecimento,
murcha e morte da planta. Os sintomas causados por essas espécies sdo semelhantes, além
de variarem de acordo com as condi¢des ambientais, € ¢ comum encontrar mais de uma
espécie na mesma lavoura e até na mesma planta (Lopes ef al., 2021).

A identificacdo das espécies Dickeya e Pectobacterium patogénicas a batata nao
¢ possivel ser feita visualmente, requerendo analises moleculares em laboratdrios
especializados. Nao existem cultivares de batata com resisténcia constitutiva as podridoes
causadas por pectobactérias. O fato de uma cultivar apresentar menor intensidade de
doenca que outra se deve, na maioria das vezes, a carga bacteriana nos tubérculos-
sementes ou a condi¢ao ambiental desfavoravel a doenga na lavoura dessa cultivar (Lopes
etal., 2021).

Cultivares apresentando hastes eretas (como ‘Markies’) podem ser menos
afetadas por permitirem melhor arejamento entre as plantas, desfavorecendo o ataque da
bactéria. Por outro lado, plantas eretas ficam mais sujeitas a quebra de ramos e folhas
pelo vento. Plantas prostradas (como ‘Agata’), por sua vez, sdo menos sujeitas a agdo do
vento, porém contribuem para a manuten¢ao de ambiente mais imido no dossel, além de
terem as ramas mais proximas ao solo, que ¢ a fonte de indculo dessas bactérias (Lopes

etal., 2021).

2.8 Controle biolégico

O manejo dessas doencas ¢ realizado por meio de diferentes estratégias, incluindo
o controle quimico, praticas de manejo cultural através da reducdo do indculo ou rotagdo
de cultura e o controle bioldgico, este tltimo baseado na utilizagao de agentes ou produtos
de origem biologica para suprimir a acao do patogeno (Embrapa, 1992).

Controle bioldgico ¢ um fenomeno natural que consiste na regulacao do niimero
de plantas e animais por inimigos naturais, os quais se constituem nos agentes de
mortalidade bidtica. Assim, todas as espécies de plantas e animais tém inimigos naturais
atacando seus varios estdgios de vida. Dentre tais inimigos naturais existem grupos
bastante diversificados, como insetos, virus, fungos, bactérias, nematoides, protozoarios,
rickéttsias, micoplasmas, acaros, aranhas, peixes, anfibios, répteis, aves ¢ mamiferos

(Parra et al., 2002).



16

A ocorréncia de uma determinada doenca na planta, ¢ resultado da interacdo de
microrganismo patogénico, planta suscetivel e condigdes ambientais favoraveis. Desse
modo, o controle bioldgico consiste na acdo de microrganismos capazes de reduzir a
incidéncia ou a severidade da doenga, mediante a interacdo com o hospedeiro, patogeno
e antagonista. Assim, a atuacdo humana desempenha papel central nesse processo, uma
vez que o manejo adequado dos fatores ambientais e biologicos pode criar condigdes
favoraveis ao estabelecimento e a eficacia dos microrganismos antagonistas (Medeiros;
Silva; Pascholati, 2019).

O controle biologico de doencas de plantas ¢ dividido em 3 tipos, sendo eles
natural, conservacionista e o classico. O controle bioldgico natural ocorre em todos os
ambientes, contudo, apesar da importancia, ¢ o mais desconhecido. O controle biologico
conservacionista consiste em a¢cdes humanas para proteger e estimular a preservacao e o
aumento natural de agentes benéficos, sendo a indu¢do de supressividade aos patdogenos
habitantes do solo um de seus aspectos, tendo sua importancia aumentada com os novos
conhecimentos do microbioma (Bettiol et al., 2024).

O controle bioldgico classico ocorre por meio de coleta dos antagonistas da drea
de origem do patogeno e liberacdo em areas onde se deseja elevar o nimero de agentes
de biocontrole. O ultimo tipo, possivelmente o mais conhecido, ¢ o controle bioldgico
aumentativo, em que os antagonistas sdo aplicados de maneira massal em uma cultura
agricola (Bettiol et al., 2024).

O controle bioldgico integra diferentes titicas de manejo voltadas para o
favorecimento dos agentes antagonistas e para o fortalecimento da resisténcia da planta

de interesse (Medeiros; Silva; Pascholati, 2019).

2.9 Rizobactérias

A utilizagao de rizobactérias no controle de doencas tem sido bastante estudada,
os resultados destas pesquisas apontam perspectivas promissoras (Lucon et al., 1999).
Segundo o agronomo Lorenz Hiltner (1904) sendo o primeiro a utilizar o termo rizosfera
definiu como a érea circundante da raiz capaz de interagir com microrganismos dentro
desse microambiente. As bactérias isoladas da rizosfera de plantas sdo capazes de
promover aumento no crescimento e, consequentemente, na produgdo de culturas.

As rizobactérias, apresentam uma gama de mecanismos de promog¢ao e protecao
vegetal que constantemente tém sido elucidados. Paralelamente, estudos sobre os

processos de reconhecimento e interacdo planta-bactérias auxiliam na selecdo de isolados
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mais eficientes na colonizagdo radicular, incrementando seu uso € agdo como produto

biologico ou bioinsumo (Botelho & Brasil, 2023).

2.10 Mecanismos de acao

Dentre os mecanismos de agdo de rizobactérias, a produ¢do de compostos
antibidticos tem sido considerada, por muitos autores, como um dos mais importantes
mecanismos, pois atua na supressdo de patdgenos da rizosfera. Os antibidticos sdo
compostos organicos de baixo peso molecular que, em baixas concentragdes, sao
deletérios ao crescimento ou a outras atividades metabolicas de outros organismos. Os
antibiodticos, em geral, sdo inativados no solo e, portanto, sua ag¢do s6 pode ser efetiva no

tratamento de sementes (Embrapa, 2021).

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia (LAFIP) do
Instituto Federal Goiano (IF Goiano) Campus Morrinhos. Latitude: -17.7336 (Sul),
Longitude: -49.0991 (Oeste).

3.1 Isolamento de rizobactérias da cultura da batata do cerrado brasileiro

Para a conducao dos experimentos, foram necessarios diferentes meios de cultura,
de acordo com a finalidade especifica de cada etapa. O meio TSA (Triptona do soja agar)
foi empregado para assegurar a pureza dos isolados; o meio de congelamento foi utilizado
para a preservacao dos isolados, garantindo a manuten¢do do material ao longo do
experimento; € o meio TSB (Triptona de soja) foi utilizado tanto na preservagdao quanto
na inoculagdo dos testes e na preparagdo das amostras para leitura da densidade Optica
(OD).

Foram coletadas amostras de solo em diferentes areas de produgao de batata, das
quais 10 g foram utilizados para a prospec¢ao de bactérias, conforme ilustrado na Figura
1 (A). O material foi submetido a diluicdo seriada em tubos contendo 9 mL de solucdo
salina, conforme apresentado na Figura 1 (B), sendo posteriormente cultivado em meio
TSA. A partir desse cultivo, procedeu-se ao isolamento de coldnias puras, as quais foram

destinadas aos testes de biocontrole.
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Figura 1: (A) Pesagem da amostra de solo para prospec¢do bacteriana; (B) Processo de

diluicao seriada em solucao salina. Fonte: Autor.

3.2 Teste de patogenicidade

No teste de patogenicidade, utilizou-se um palito autoclavado para cada tubérculo,
conforme ilustrado na Figura 2 (A), onde realizou-se perfuragdes no tubérculo em trés
pontos equidistantes (B). Em seguida, utilizou uma pipeta para inocular 10 uL do indculo
do patégeno em cada perfuracao.

As fitobactérias pertencentes a colecdo do Laboratorio de Fitopatologia (LAFIP),
do campus Morrinhos, utilizadas nos testes, foram identificadas apenas em nivel de

género, por meio de anélises realizadas a partir da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Dickeya spp Controle

- ® O
24h°’
- ® ®
»"® @
0 ® ,

Figura 2: (A)Teste de Patogenicidade com 0 horas a 96 horas. (B) Local da perfuragio

no tubérculo. Fonte: Autor



19

33 Teste de biocontrole em tubérculos

No teste de biocontrole em camara imida foram utilizadas trés repeti¢des para os
testes com cada fitopatdgeno com o controle negativo (sem inoculacdo do patéogeno) e
para o controle positivo (Dickeya spp., Pectobacterium spp). Os tubérculos foram
dispostos em recipientes plasticos forrados com papel toalha, destinado a retengdo de
umidade. Em cada tubérculo, realizaram-se trés perfuragdes equidistantes com o auxilio
de um palito autoclavado, nas quais foram inoculados 10 pL da rizobactéria testada
utilizando uma pipeta conforme ilustrado na figura 3A. Trés horas apds a inoculacdo com
a rizobactéria, o patdogeno foi aplicado nos mesmos pontos. Durante o periodo
experimental, os tubérculos foram borrifados com agua destilada uma vez ao dia, por 96
horas, até a realizagao da avaliag¢do final. A avaliacdo das lesdes foi realizada por meio
de cortes transversais em bisel nos tubérculos, permitindo uma melhor visualizagdo das
areas afetadas. O perimetro das lesdes foi medido com o auxilio de um paquimetro, sendo
considerado a largura da lesdo Figura 3B. Nos tubérculos em que as lesdes se expandiram
por toda a superficie, foi considerada a largura total da lesdo, enquanto, nos tubérculos
em que as lesdes ndo se consolidaram completamente, foi registrada a maior lesdo

presente.

R |

Figura 3: (A, B) Procedimento de inoculacdo em tubérculos utilizados no teste de

A. C.

antibiose. (C) Avaliagcdo de dano da lesdo com auxilio de um paquimetro. Fonte: Autor.

Doze isolados foram testados, conforme ilustrado na Figura 4 (A), com resultado

positivo no controle de Pectobacterium, e mais seis isolados provenientes da regido de

Morrinhos em cultivo de batata, destinados a avaliagao experimental. Os isolados foram
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inicialmente cultivados em meio TSA por 48 horas a 28 °C, a partir de uma preservagao
anterior, com o objetivo de assegurar a pureza das culturas. Em seguida, foi feita a
repicagem dos isolados para tubos contendo meio TSB e incubados a 28 °C por mais 48
horas, antes de serem preservados para utilizagdo nas avaliacdes subsequentes. Apos a
incubacdo, 1 mL de cada cultura foi coletado com o auxilio de uma pipeta de 1000 pL e
transferido para tubos Eppendorf. As amostras foram entdo centrifugadas a 15.000 rpm
por 20 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
meio de congelamento, e o pellet resultante foi cuidadosamente ressuspendido por vortex
até completa homogeneizacdo (De Souza ef al., 2021). As amostras foram posteriormente

armazenadas e congeladas, conforme ilustrado no esquema da Figura 4 (B).

ﬁ\\

LFB 01

€

LFB 07 LFB 08 LFB 09 LFB 10
A.
100041 = 1ml Centrifugar por 20
/ 0-48h min a 15.000 rpm,
descartar o
@ sobrenadante, F
Esterizacgdo da alga de 2 - -> U ressuspender o -> %/
platina antes da coleta I pellet em 1 mL de v
da amostra plaqueada. Incubagdo por 48 horas. 1 meio de
% congelamento e Armezenar em
agitar no vortex. -20°C
transferir | ml da amostra para
um microtubo tipo Eppendorf.
B. ==

Figura 4: (A) Placas com isolados puros em meio TSA. (B) Esquema do processo de

preservacao dos isolados bacterianos (Criado em canva.com). Fonte: Autor.
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Foi realizada a incubagdo dos isolados em meio TSB para o cultivo das
rizobactérias selecionados e do patégeno, conforme ilustrado na Figura 5 (A). Esses
isolados foram posteriormente utilizados nas andlises de leitura de densidade 6ptica (OD)
(Figuras 5 B, C e D), nos testes de patogenicidade e nos ensaios de antibiose. ApoOs a
inoculacdo, os tubos foram incubados em camara do tipo B.O.D. (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) a 28 °C, durante 48 horas, sob condi¢des controladas, até¢ atingirem o
crescimento adequado para posterior utilizacdo nos experimentos.

Para a leitura da densidade optica (OD), foram utilizadas duas cubetas de 3 mL
Uma delas continha apenas o meio de cultura estéril, sem crescimento bacteriano, sendo
empregada como controle e ponto de referéncia para o ajuste inicial do espectrofotometro.
Esse procedimento permitiu o ‘zero’ da leitura, assegurando que a absorbancia registrada
posteriormente fosse atribuida exclusivamente ao crescimento microbiano presente nas
amostras analisadas. Apos a adi¢do do meio contendo crescimento bacteriano, as amostras
foram transferidas para a cubeta com o auxilio de uma pipeta e, em seguida, inseridas no
espectrofotometro para a realizagdo da leitura da densidade 6ptica. Estabeleceu-se como
critério de padronizagcdo que apenas amostras com absorbancia superior a 0,500 seriam

consideradas adequadas para utilizagdo nos testes subsequentes.
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. D. -fln-; A/

Figura 5: (A) Meio TSB com e sem crescimento bacteriano; (B) Cubeta contendo o meio

C.

controle utilizado para o ajuste (‘zero’) do espectrofotometro; (C) Comparativo entre a
amostra de referéncia e a amostra com crescimento bacteriano; (D) Procedimento de

leitura no espectrofotdmetro. Fonte: Autor.

Foram utilizadas batatas da variedade Agata e recipientes plasticos, que serviram
como camaras umidas para a conducdo do experimento nos testes de patogenicidade e
antibiose. Os tubérculos e recipientes foram previamente higienizados com alcool 70% e
solucao de hipoclorito de sddio a 1%, sendo posteriormente lavados com agua destilada
para remocao de residuos e redu¢do do risco de contaminagao.

A analise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do software SISVAR,
com delineamento em blocos inteiramente casualizados (DIC); adotando-se o teste de
agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade para comparacdo dos
tratamentos. Antes da aplicacdo do teste, os dados foram submetidos a verificagdo dos
pressupostos de normalidade e homogeneidade de varidncias, assegurando a adequacao
dos modelos estatisticos utilizados. Esse procedimento permitiu identificar diferengas
significativas entre os isolados avaliados, fornecendo maior robustez a interpreta¢do dos

resultados e garantindo confiabilidade as inferéncias realizadas no estudo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados obtidos representam as areas de lesdo causadas pela degradagdo da
pectina em ensaios com diferentes isolados de rizobactérias aplicados com potencial de

biocontrole na supressao da doenga da podriddo mole na cultura da batata, por meio da
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analise da area de lesdo causada pelo patégeno. Como controle, foram incluidos um
tratamento apenas com o patdégeno e outro sem inoculacao (controle negativo). Valores
mais elevados representam maior didmetro de lesdo, isolados com médias menores
demonstraram maior capacidade antagonista aos fitopatogenos, reduzindo o avanco da
necrose que se caracteriza por produzir enzimas que degrada a integridade dos tecidos
(Lopes et al., 2021).

A andlise de variancia para Dickeya (Tabela 1) mostrou efeito altamente
significativo (p < 0,01) dos tratamentos com rizobactérias sobre o didmetro médio das
lesdes causadas por Dickeya spp. em tubérculos de batata, indicando que ha diferenca
expressiva na capacidade de biocontrole entre os isolados avaliados. O coeficiente de
variagdo (CV = 16,75%) demonstra boa precisdo experimental, sendo adequado para

ensaios bioldgicos dessa natureza.

Tabela 1. Teste de agrupamento de médias de Scott-Knott. Efeito de diferentes isolados
de rizobactérias (LFB) sobrea largura média das lesdes causadas por Dickeya spp. em
tubérculos de batata (Solanum tuberosum L.), apds 96 horas de incubacdo em camara

umida.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL Fe¢ Pr>Fc
ISOLADO 13 0.0000*
CV %=16.75
Tratamentos Meédias (mm)
LFBI11 1,94 al
LFBI10 2,07 al
CONTROLE 2,36 al
LFBI18 2,63 al
LFBIS5 2,86 al
LFB7 3,35al
LFBI12 3,42 al
LFBI 3,48 al
LFB17 4,19 al
LFB9 5,46 al
LFB6 6,29 al
LFB2 6,66 al
LFBS5 7,12 al
LFB13 7,86 al
LFBI16 35,77 a2

LFB4 49,09 a3
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LFB3 52,04 a3
LFB14 53,52 a4
LFBS 55,45 a4
Dickeya 56,74 a4

Médias seguidas pela mesma letra e nimero, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott ao nivel de 5% de significancia. *Valor significativo a 95% de probabilidade.

O teste de agrupamento de médias de Scott-Knott (p < 0,05) separou os
tratamentos em quatro grupos distintos (Tabela 2). Observou-se que os isolados LFB11,
LFB10, LFB18, LFB15, LFB7, LFB12, LFBI1, LFB17, LFB9, LFB6, LFB2, LFB5 ¢
LFB13, além do controle (sem inoculacao do patdégeno), apresentaram as menores médias
de diametro de lesdo (1,94 a 7,86 mm) respectivamente, sendo classificados no grupo al,
o que indica elevada eficiéncia no controle da podriddao mole. Esses isolados apresentaram
desempenho semelhante ao controle sem inoculag¢ao de Dickeya spp., evidenciando sua
potencialidade como agentes de biocontrole.

O isolado LFB16 formou o grupo a2, com média intermediaria (35,76 mm),
demonstrando um controle parcial da doencga. J4 os isolados LFB4 e LFB3 constituiram
o grupo a3, apresentando médias elevadas (49,09 e 52,04 mm), similares a tratamentos
com baixo efeito antagénico. Por fim, os isolados LFB14 e LFB8 e o controle positivo
com a fitobactéria Dickeya spp. apresentaram as maiores médias de lesdo (53,52 a 56,74
mm), agrupados em a4, indicando auséncia de efeito inibitdrio e, portanto, baixa ou nula
ac¢ao de biocontrole.

Os resultados obtidos evidenciam que determinados isolados rizobacterianos
apresentaram efeito supressivo significativo sobre Dickeya spp., reduzindo o
desenvolvimento da podridao mole nos tubérculos de batata, demonstrando potencial do
uso de rizobactérias como agentes de biocontrole, oferecendo uma alternativa sustentavel
ao uso de antibioticos e bactericidas sintéticos.

Os isolados LFB11, LFB10 e LFB18 (Figura 6), com médias proximas ao controle
negativo, sugere a existéncia de mecanismos efetivos de antagonismo, esses tratamentos
mostraram capacidade significativa de reduzir a infec¢do pelo patdogeno, possivelmente
devido a producdo de metabolitos antimicrobianos, competicdo por nutrientes, ou

estimulo de resisténcia sistémica no tubérculo.
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A LFB 11 LFB 10 LFB 18 Dickeya Controle

B. Dickeya
Figura 6: Rizobactérias com melhor resposta contra o fitopatégeno Dickeya spp. Fonte:

Autor.

A andlise estatistica (Tabela 2), pelo teste de Scott-Knott evidenciou diferengas
significativas entre os 12 isolados bacterianos quanto a severidade da lesdo causada por
Dickeya spp. e Pectobacterium spp. Como valores mais elevados representam maior
diametro de lesdo, isolados com médias menores demonstraram maior capacidade

antagonista ao fitopatdégeno, reduzindo o avanco da necrose.
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Tabela 2. Efeito de diferentes isolados de rizobactérias (LFB) sobre a largura média das
lesdes causadas por Dickeya spp. E Pectobacterium spp. em tubérculos de batata

(Solanum tuberosum L.), apds 96 horas de incubacdo em camara umida.

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL Fe¢ Pr>Fc
ISOLADO 13 0.0000*
CV%=15.73 CV %=3.99
Dickeya Pectobcterium
Tratamentos Médias (mm) Médias (mm)
LFB1 3,480 al 1,767 al
LFB2 6,666 al 2,033 al
LFB3 52,040 a2 37,430 a9
LFB4 49,09 a2 12,400 a7
LFBS5 7,117 al 40,243 al0
LFB6 6,290 al 6,676 a4
LFB7 3,350 al 9,073 a5
LFBS 55,453 a3 5,276 a3
LFB9 5,460 al 4,636 a3
LFB10 2,073 al 2,963 a2
LFBI11 1,940 al 11,213 a6
LFBI12 3,420 al 3,403 a2
Controle 2,363 al 2,706 a2

Podridao mole 56,743 a3 26,553 a&
M¢édias seguidas pela mesma letra e nimero, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott ao nivel de 5% de significancia. *Valor significativo a 95% de probabilidade. Teste

de agrupamento de médias de Scott-Knott.

Observou-se que para Dickeya spp. a maioria dos isolados apresentou lesdes
reduzidas, com destaque para LFB11 (1,94 mm), LFB10 (2,07 mm) e o controle negativo
(2,36 mm), que formaram o grupo de menor dano, indicando elevada capacidade de
supressao do patdogeno. Outros isolados como LFB1, LFB2, LFB6, LFB7, LFB9, LFB12
apresentaram desempenho semelhante e reduziram a progressao da lesdo. Um dos fatores
determinantes que pode estar associada a redug¢do ou por evitar o desenvolvimento da
doenca, pode ser causado por compostos antimicrobianos como enzimas liticas capazes
de reduzir o potencial de infe¢ao (Loosli, 2025).

Para Pectobacterium spp., tendéncia semelhante foi observada. Os isolados mais
eficientes na redugdo da lesao foram LFB1 (1,76 mm), LFB2 (2,03 mm), LFB10 (2,96

mm) e o controle negativo (2,70 mm), indicando forte potencial antagonista. Os isolados
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LFB3 (37,43 mm) e LFB5S (40,24 mm) apresentaram maior severidade de lesao,
demonstrando baixa eficiéncia no controle do patdégeno. O isolado LFB4 (12,40 mm) e
LFB11 (11,21 mm) apresentaram valores intermediarios.

De modo geral, destaca-se que LFB1, LFB2, LFB6, LFB7, LFB9, LFB10, LFB11
e LFB12 foram os isolados com melhor desempenho contra ambos os patogenos,
indicando maior capacidade de inibir o avang¢o da lesdo e potencial para uso como agentes
de biocontrole. Por outro lado, LFB3, LFB4, LFB5 ¢ LFB8 apresentaram maior
severidade e menor eficiéncia no controle bacteriano.

Testes realizados em casa de vegetacdo com isolados em sua maioria Bacillus com
eficiéncia a outros fitopatégenos na cultura da couve-chinesa, avaliou a severidade da
doencga da podriddo mole (Pectobacterium carotovorum) com a inoculagdo através do
método de picada e submetidas a cdmara imida por 6 h. No entanto ndo houve diferencga
estatistica entre os tratamentos e a testemunha (Albuquerque, 2009). Rizobactérias
coletadas em regides produtoras podem ter elevado potencial de biocontrole por estarem
associadas a cultura de interesse.

A interacdo positiva observada sugere que microrganismos da rizosfera podem
desempenhar papel fundamental na redu¢do da incidéncia de doencas, seja pela producgao
de compostos antimicrobianos, pela competi¢do por recursos essenciais ou pela inducao
de resisténcia nas plantas hospedeiras.

O potencial promissor das rizobactérias como agentes de biocontrole, representa
uma alternativa sustentdvel ao uso de produtos quimicos no manejo de doengas
bacterianas. A sele¢do e caracterizag¢do dos isolados mais eficientes, como os pertencentes
ao grupo al e os que se destacaram para ambos os géneros fitopatogénicos (Tabela 2),
poderdo contribuir para o desenvolvimento de bioinoculantes aplicaveis na protecao de
tubérculos de batata durante o armazenamento e plantio. Assim, os isolados mais
eficientes se mostram como alternativas viaveis e sustentdveis para integrar estratégias de

manejo fitossanitario na agricultura.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que os isolados avaliados apresentam potencial
significativo como agentes de biocontrole, destacando-se pela capacidade de suprimir o
crescimento dos fitopatogenos testados. Pesquisas futuras sdo necessarias com os isolados
mais promissores contra ambos os géneros incluindo ensaios em casa de vegetagdo e em

condi¢des de campo, caracterizacdo molecular e identificagdo dos mecanismos de
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antagonismo envolvidos, visando ao desenvolvimento de futuros bioinoculantes
aplicaveis na agricultura. Podendo ser incluidas em programas de manejo integrado apds
validagdo em nivel de casa-de-vegetacdo e campo.

A acdo supressiva desses isolados indica que determinados microrganismos da
rizosfera podem atuar como agentes de controle bioldgico eficientes, possivelmente por
meio da producdo de compostos antimicrobianos, competi¢ao por nutrientes € espaco, ou

inducao de resisténcia sistémica no hospedeiro.
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