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Métodos de dispensa do antagonista Pseudomonas putida (UFV-0073)
no biocontrole da mancha-bacteriana e pinta-bacteriana do tomateiro

Hélvio Gledson Maciel Ferraz1, Elisângela Aparecida Milagres1, Poliana Coutinho Moreira1, Reginaldo Silva Romeiro1

RESUMO

Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (PGPR’s) normalmente são dispensadas por microbiolização de sementes 
e bactérias residentes do filoplano também o são por pulverização da parte aérea da cultura. No presente trabalho testou-
se outros métodos de dispensa do agente de biocontrole Pseudomonas putida, isolado UFV-0073, autóctone do filoplano de 
tomateiro e selecionado para o controle biológico de doenças da parte aérea da cultura são eficientes contra Xanthomonas 
gardneri (Xg) e Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). Os experimentos foram conduzidos em condições de casa de vegetação 
em que foram testados quatro métodos de dispensa: 1-microbiolização de sementes, 2- pulverização com suspensão bacteriana, 
3- a aplicação dos tratamentos 1 e 2 conjuntamente e 4- pulverização com o sobrenadante da suspensão bacteriana. As bactérias 
fitopatogênicas Xg e Pst foram inoculadas por pulverização da parte aérea das plantas de tomateiro. Para os dois patossistemas 
estudados os melhores métodos de dispensa foram a pulverização do filoplano associada à microbiolização de sementes e a 
pulverização do filoplano com o sobrenadante da suspensão aquosa do agente de biocontrole.

Palavras-chave: controle biológico, Pseudomonas syringae pv. tomato, residente de filoplano, Solanum lycopersicum, 
Xanthomonas gardneri

Delivery methods of the antagonist Pseudomonas putida (UFV-0073) for the control  
of bacterial spot and bacterial speck of tomato

ABSTRACT

Promoting Growth Plant Rhizobacteria (PGPR’s) are usually delivery by seeds microbiolization and phylloplane resident bacteria 
are delivery by spraying the aerial part of the culture. In the present study, we tested whether other methods of delivery biocontrol 
agent Pseudomonas putida (UFV-0073), phylloplan eautochthonous of tomato and selected for the biological control of foliar 
diseases are efficient against Xanthomonas gardneri (Xg) and Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). The experiments were 
conducted under greenhouse conditions, and four methods of deliverywere tested: 1- seeds microbiolization, 2- spraying bacterial 
suspension, 3-combination of treatments 1 and 2 and 4- spraying the supernatant of the bacterial suspension. Plant pathogenic 
bacteria Pst and Xg were inoculated by spraying tomato leaves. For both pathosystems studied, the best delivery methods were 
spraying phylloplane associated seeds microbiolization and spraying the phylloplane with the supernatant of the suspension of 
the biocontrol agent. 

Key words: biological control, Pseudomonas syringae pv. tomato, phylloplane residente, Solanum lycopersicum, Xanthomonas 
gardneri
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Introdução
A mancha bacteriana do tomateiro, causada por 

Xanthomonas gardneri (ex Sutic 1957) Jones et al. 2006, é 
uma das doenças mais importantes da parte aérea da cultura 
no Brasil, sendo todos estádios fenológicos da cultura 
suscetíveis à doença (Lopes & Quezado-Duval, 2005). Já 
a pinta bacteriana, ocasionada por Pseudomonas syringae 
pv. tomato (Okabe 1933) Young, Dye & Wilkie, 1978 é uma 
doença economicamente importante para o tomateiro em 
condições ambientais propícias para a infecção, visto que 
reduz a produtividade pela destruição de tecido foliar e pela 
derrubada de frutos em formação (Lopes & Ávila, 2005). 

Essas doenças são de difícil controle e vários fatores 
contribuem para isto, tais como: eficiência variável do 
controle químico, com poucos produtos registrados; 
indisponibilidade de cultivares com resistência adequada; 
rápida disseminação nas lavouras em condições favoráveis 
e a transmissão por sementes contaminadas (Lopes & Ávila, 
2005).

Como não existem produtos químicos registrados para 
o controle de bacterioses ou, se há, os mesmos são pouco 
eficientes, o emprego de bactérias antagonistas se torna uma 
medida de manejo muito promissora. Por exemplo, para o 
controle da mancha-bacteriana do tomateiro, causada por 
Xanthomonas gardneri, não há nenhum produto registrado 
e para o controle da pinta-bacteriana, cujo agente causal 
é Pseudomonas syringae pv. tomato, existe um produto à 
base de cobre e um indutor de resistência (benzotiadiazol) 
registrados para a cultura do tomateiro no Brasil (Agrofit, 
2013).

Um gargalo para a utilização do controle biológico no 
manejo de doenças de plantas é a escolha do método de 
dispensa do agente de biocontrole. Segundo a literatura 
nacional, dá-se o nome de “dispensa” à maneira pela 
qual uma bactéria agente de biocontrole ou promotora de 
crescimento em plantas é colocada em contato com a planta 
alvo (Ferraz et al., 2008; Romeiro, 2007).

Para bactérias residentes do filoplano, o método de 
dispensa mais comumente utilizado é a pulverização da 
parte aérea da planta com suspensão aquosa do agente de 
biocontrole, tanto para a promoção de crescimento (Hayat 
et al., 2010), como para o controle de doenças (Ferraz et 
al., 2008; Haddad et al., 2009; Halfeld-Vieira et al., 2004). 
Entretanto e dependendo de como o agente de controle 
biológico ou promotor de crescimento é dispensado, a 
interação pode ser prejudicial para a planta alvo. Como 
exemplo, Burkholderia ambifaria (MCI 7) quando 
dispensada por microbiolização de sementes de milho 
promoveu significativamente o crescimento das plantas; 
ao contrário, sua incorporação ao solo por encharcamento 
com suspensão aquosa do isolado bacteriano, reduziu o 
crescimento da cultura (Ciccillo et al., 2002). 

Este trabalho teve, como objetivo, definir qual o 
melhor método de dispensa da bactéria Pseudomonas 
putida (Trevisan 1889) Migula 1895, isolado UFV-0073, 
no controle da mancha-bacteriana e da pinta-bacteriana na 
cultura do tomateiro.

Material e Métodos
Origem, cultivo e preservação dos microrganismos

O antagonista UFV-0073 foi selecionado previamente 
como agente de biocontrole para doenças da parte aérea do 
tomateiro (Halfeld-Vieira, 2002). As bactérias patogênicas 
LBPCB 17 e LBPCB 06 foram isoladas do tomateiro de uma 
lavoura comercial com sintomas de mancha-bacteriana e pinta-
bacteriana, respectivamente, no município de Coimbra, MG, 
Brasil. 

Os microrganismos foram cultivados em meio 523 
(Kado & Heskett, 1970), preservados e após a identificação 
incorporados à coleção de microrganismos do Laboratório de 
Bacteriologia do Departamento de Fitopatologia, Universidade 
Federal de Viçosa, e recuperados quando necessário. As 
culturas bacterianas foram preservadas em glicerina (30%) e 
armazenadas em ultrafreezer, a -80 °C (Romeiro, 2007).

Identificação dos microrganismos pela análise da região 
parcial do gene 16S rDNA

Para a identificação dos isolados UFV-0073, LBPCB 
17e LBPCB 06, foi realizado o sequenciamento da região 
parcial do gene 16S rDNA utilizando-se os oligonucleotídeos 
universais fd2 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rP1 
(5’-ACGGTTACCTTGTTACGACTT -3’) (Weinsburg et al., 
1991).

Para a extração do DNA genômico as culturas bacterianas, 
armazenadas em glicerol (-80 °C) foram repicadas para tubos 
de ensaio contendo o meio líquido 523 por 24h a 28 °C. 
Posteriormente, 1 mL de suspensão foi transferido para tubos (2 
mL) e as células bacterianas foram centrifugadas a 13.000 rpm 
durante 3 min. Em seguida, o DNA foi extraído usando-se o kit 
Wizard® de extração e purificação de DNA genômico (Promega), 
de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante para 
bactérias gram negativas. O DNA obtido de cada isolado foi 
quantificado e a concentração ajustada para 10 ng μL-1. 

As reações de PCR foram realizadas em um volume total 
de 25 μL, contendo 0,6 μM de cada um dos oligonucleotídeos 
iniciadores, 1 unidade de Taq DNA polimerase (Promega), 0,2 
mM de cada desoxinucleotídeo (dATP, dTTP, dGTP,dCTP) 
(Invitrogen), 5 × de tampão de reação (Promega), 2,5 mM 
MgCl2, 20 ng de DNA e água ultrapura para completar o 
volume de reação. Para a amplificação procedeu-se a uma 
desnaturação inicial a 94 °C por 2 min seguida de 35 ciclos de 
desnaturação a 94 °C por 30 seg, amplificação a 52 °C por 30 
seg e elongação a 72°C durante 2 min, sendo finalizada com 
uma elongação a 72 °C por 5 min. 

As amplificações foram realizadas em termociclador e os 
produtos da PCR separados em gel de agarose 1,4% a 100 V 
durante 60 min. Para determinar o tamanho dos fragmentos 
amplificados, utilizou-se o padrão de peso molecular de 1 Kb 
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Os géis foram fotografados 
sob luz ultravioleta pelo sistema de foto documentação 
L.PIX (Loccus Biotecnologia); em seguida, os fragmentos de 
tamanho esperado foram purificados usando-se o Kit GFXTM 
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

O sequenciamento dos fragmentos de DNA foi realizado 
através do sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems) 
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utilizando-se os mesmos oligonucleotídeos usados para 
amplificação do DNA. As sequências foram analisadas e 
editadas usando-se o Seq Scanner 2 (Applied Biosystems) e 
posteriormente comparadas com outras sequências disponíveis 
no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com o programa 
Blastn (Altschul et al., 1997).

Crescimento das plantas de tomateiro
Na semeadura foram utilizadas sementes da cv. Sta. Clara, 

sendo semeadas cinco sementes por vaso e após a emergência 
foi deixada uma planta por vaso. As plantas foram conduzidas 
em vasos de plástico contendo 2 dm3 de substrato. O substrato 
utilizado foi uma mistura de solo esterilizado, húmus e areia, 
na proporção 3:1:1 (v:v:v). Para cada dm3 de substrato foi 
adicionado 1,63 g de fosfato de cálcio monobásico. Quinze 
dias após a semeadura, as plantas de tomateiro receberam, em 
cada vaso, 100 mL de solução nutritiva contendo, em mg L-1, 
192 de KCl, 104,42de K2SO4, 150,35 de MgSO4.7H2O, 61de 
ureia, 0,27 de NH4MO7O24.4H2O, 1,61 de H3BO3, 6,67 de 
ZnSO4, 1,74 de CuSO4.5H2O, 4,10 de MnCl2.4H2O, 4,08 de 
FeSO4.7H2O e 5,58 de EDTA bisódico. A solução também foi 
aplicada na segunda e na terceira semana após semeadura. As 
plantas foram mantidas em casa de vegetação (temperatura de 
20 a 30 oC e umidade relativa de 75%) e irrigadas diariamente.

Métodos de dispensa dos antagonistas
Para o preparo da suspensão do antagonista, isolado UFV-

0073, colônias foram semeadas por espalhamento em meio 523 
sólido e incubadas durante 24 h, a 28 oC. A suspensão de células 
do agente de biocontrole foi preparada em água de torneira 
e a concentração ajustada em espectrofotômetro (modelo 
SPECTRONIC® 20, GENESYSTM, Rochester, USA). Nos 
tratamentos cujas sementes foram microbiolizadas as mesmas 
permaneceram 12 h em suspensão aquosa do antagonista.

Os métodos de dispensa do antagonista foram: 1- sementes 
microbiolizadas com suspensão aquosa do antagonista (DO540nm= 
0,3) e, logo em seguida, semeadas; 2- pulverização do filoplano 
do tomateiro com suspensão aquosa do antagonista (DO540nm= 
0,3); 3- a aplicação dos tratamentos 1 e 2, conjuntamente; 4- 
pulverização do filoplano com o sobrenadante de suspensão 
do agente de biocontrole. Para obtenção do sobrenadante, P. 
putida foi cultivada por 24 h em meio 523 sólido a 28 oC; 
após a incubação foi feita suspensão de células do agente de 
biocontrole com adição de água de torneira e a turbidez foi 
ajustada para DO540nm= 1,0. Posteriormente, a suspensão de 
células bacterianas foi centrifugada a 17500 g por 20 minutos 
e o sobrenadante foi recolhido e filtrado em filtro Millipore 
(poro= 0,22 µm).

Para os tratamentos em que os antagonistas foram 
dispensados por pulverização do filoplano, as mudas de 
tomateiro estavam com 40 dias após a semeadura, ou seja, 4 
dias antes da inoculação com os patógenos.

Inoculação das plantas de tomateiro com os isolados 
LBPCB 17 e LBPCB 06 e avaliação da severidade das 
doenças

Quando as plantas estavam com o quinto par de folhas 
completamente desenvolvidos (44 dias após a semeadura) foram 

atomizadas com suspensão aquosa dos patógenos desafiantes, 
LBPCB 17 e LBPCB 06, com auxílio de depressurizador De 
Vilbs no 15. As suspensões aquosas dos patógenos desafiantes, 
LBPCB 17 e LBPCB 06, foram obtidas após o cultivo em 
meio sólido (Kado & Heskett, 1970) por 24 h a 28 oC, sendo as 
concentrações ajustadas em espectrofotômetro para DO540nm= 
0,15 (≅5 × 108 UFC mL-1).

A testemunha foi composta por sementes imersas em água 
de torneira, por 12 h e, posteriormente, pulverizadas com água 
de torneira quando da aplicação dos antagonistas no filoplano 
(40 dias após a semeadura). Para comparar o efeito dos 
antagonistas em reduzir a severidade das doenças, adicionou-se 
um tratamento composto por plantas de tomateiro, com idade 
de 40 dias após a semeadura, pulverizadas com o fungicida 
oxicloreto de cobre (1,6g i.a. L-1). Antes e após as inoculações 
dos patógenos desafiantes as plantas foram acondicionadas em 
câmara úmida, por 24 h.

Quando do aparecimento dos sintomas (7 dias após a 
inoculação), a severidade da doença foi estimada utilizando-se 
o software SEVERITY PRO 1.0 para mancha bacteriana e foi 
contado o número de lesões por folíolo, para pinta bacteriana 

Delineamento experimental e análise estatística dos dados
Dois experimentos foram realizados, em que no primeiro 

as plantas foram inoculadas com LBPCB 17 e, no segundo, 
com LBPCB 06. Os experimentos foram repetidos três vezes 
ao longo do tempo e instalados em delineamento inteiramente 
casualizado (DIC), com seis tratamentos e seis repetições. Para 
a comparação entre as médias dos tratamentos foi utilizado o 
teste de Tukey (P ≤ 0,05). Em todos os experimentos cada 
unidade experimental correspondeu a um vaso plástico 
contendo uma planta de tomateiro. Para análises estatísticas 
utilizou-se o programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).

Resultados e Discussão
As sequências parciais do gene 16S rDNA apresentaram 

cerca de 1300 pb para cada isolado. A comparação dessas 
sequências com outras disponíveis no GenBank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov) usando o programa Blastn permitiu 
identificar o isolado UFV-0073 como Pseudomonas putida 
(número de acesso Genbank KM463763), LBPCB 17 como 
Pseudomonas syringae pv. tomato (número de acesso Genbank 
KM463764) e LBPCB 06 como Xanthomonas gardneri 
(número de acesso Genbank KM463765) com valores de 
identidade superiores a 99 % para os três isolados. 

A identificação do isolado UFV-0073 utilizando a 
sequência parcial do gene 16S rDNA correspondeu a uma 
identificação prévia utilizando o perfil de ácidos graxos, que 
também permitiu a identificação do isolado UFV-0073 como 
sendo P. putida (dados não publicados). Além da identificação 
utilizando a sequência parcial do gene 16S rDNA foram 
realizados testes bioquímicos, fisiológicos e biológicos que 
também apontaram o isolado LBPCB 17 como P. syringae pv. 
tomato e LBPCB 06 como X. gardneri (dados não publicados).

Para os dois patossistemas estudados no presente trabalho, 
os melhores métodos de dispensa do isolado UFV-0073 de 
P. putida foram a microbiolização de sementes associada à 
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pulverização do filoplano e a pulverização da parte aérea das 
plantas com o sobrenadante obtido da suspensão bacteriana, 
diferindo do controle (plantas pulverizadas com água) e do 
tratamento cujas plantas foram pulverizadas com o fungicida 
cúprico, nas três repetições do experimento (Figura 1).

A microbiolização de sementes reduziu em média 45%, 
a pulverização do filoplano reduziu em média 52 % e a 
combinação desses dois métodos de dispensa reduziu a 
severidade da mancha-bacteriana em 73 %, em relação ao 
tratamento controle. Para a pinta-bacteriana a redução média 
da severidade foi de 45 %, 28 % e 61 % para os tratamentos 
microbiolização de sementes, pulverização do filoplano e para a 
combinação desses dois métodos de dispensa, respectivamente. 
Os resultados do presente trabalho revelaram que a combinação 
dos métodos de dispensa por microbiolização de sementes e 
pulverização do filoplano é melhor para a redução da severidade 
da mancha-bacteriana e da pinta-bacteriana do tomateiro do 
que os métodos de dispensa aplicados individualmente (Figura 
1). Entretanto, Mafia et al. (2009) não verificaram diferença 
na combinação dos métodos de dispensa de rizobactérias 
por encharcamento de substrato com suspensão aquosa de 
rizobactérias e imersão de miniestacas de eucalipto na mesma 
suspensão aquosa, em comparação com os métodos de dispensa 
aplicados individualmente para o controle de Cylindrocladium 
spp. 

A pulverização da parte aérea com o sobrenadante da 
bactéria foi o melhor método de dispensa a semelhança do 
tratamento 3, para os dois patossistemas, nas três repetições do 
experimento (Figura 1). Apesar das plantas pulverizadas com 
sobrenadante da cultura do isolado UFV-0073 não conterem 
células vivas do antagonista, a severidade da mancha-
bacteriana e da pinta-bacteriana do tomateiro foi reduzida, em 
média, em 73 % e 65 %, respectivamente, em comparação com 
o controle. Tal resultado pode ser explicado pela possibilidade 
do sobrenadante conter substâncias antimicrobianas, como 
ácido cianídrico (Plociniczak et al., 2013), antibióticos 
(Mavrodi et al., 2012) e esideróforos (Puopolo et al., 2011). 
Como neste tratamento a densidade ótica da suspensão 
bacteriana foi superior às dos demais tratamentos (DO540nm = 

1), pode ter ocorrido maior concentração dessas substâncias 
antimicrobianas, potencializando o controle biológico, mesmo 
na ausência de células vivas do isolado UFV-0073.

Tanto no experimento em que as plantas foram inoculadas 
com X. gardneri, como no experimento em que foram inoculadas 
com P. syringae pv. tomato, a dispensa do antagonista por 
microbiolização de sementes foi significativamente superior 
ao controle e ao tratamento 5 (plantas pulverizadas com 
oxicloreto de cobre), nas três repetições do experimento. 
Esses resultados sugerem que moléculas quelantes de Fe+++ 
(pioverdinas) produzidas por Pseudomnas putida UFV-0073, 
tenham transformado o ambiente da rizosfera e rizoplano 
inóspito para o crescimento de microrganismos não produtores 
de transportadores de Fe+++ para o interior das células. Assim, a 
população desses microrganismos pode ter sido reduzida e um 
ambiente mais favorável para o crescimento das raízes pode ter 
sido criado (Kloepper et al., 1980).

A priori, previa-se que o método de dispensa do antagonista 
por pulverização do filoplano fosse mais eficiente no controle 
da mancha-bacteriana e da pinta-bacteriana uma vez que o 
agente de biocontrole foi inicialmente isolado da parte aérea 
do tomateiro. Entretanto, em uma repetição do experimento 
cujas plantas foram inoculadas com P. syringae pv. tomato, 
a severidade foi igual às plantas pulverizadas com oxicloreto 
de cobre e em duas repetições das plantas inoculadas com X. 
gardneri a severidade foi igual à das plantas pulverizadas com 
oxicloreto de cobre e ao tratamento controle. É provável que o 
isolado UFV-0073 não tenha conseguido, de forma consistente, 
manter sua população em nível ótimo devido às adversidades 
do ambiente do filoplano (Romeiro, 2007). As constantes 
variações de umidade, temperatura, incidência de radiação, 
ventilação, composição e quantidade de nutrientes disponíveis, 
tornam o ambiente do filoplano altamente complexo (Andrews 
& Harris, 2000; Beattie & Lindow, 1999).

São necessários mais trabalhos para a elucidação dos reais 
mecanismos de controle exercido pelo antagonista UFV-0073 
e também para verificar a reprodutibilidade em campo dos 
tratamentos que apresentaram os melhores resultados em casa 
de vegetação.

A.

Figura 1. Severidade da doença e número de lesões em plantas de tomateiro inoculadas com Xanthomonas gardneri (LBPCB 17) (A) e Pseudomonas 
syringae pv. tomato (LBPCB 06) (B), respectivamente e tratadas com o isolado UFV-0073 de Pseudomonas putida usando-se diferentes métodos de 
dispensa. Tratamentos: 1- microbiolização de sementes, 2- pulverização do filoplano; 3- microbiolização de sementes associada à pulverização do filoplano, 
4- pulverização com sobrenadante obtido da suspensão bacteriana, 5- pulverização com oxicloreto de cobre (1,6 g i.a. L-1) e 6- pulverização com água. Barras 
representam o erro padrão da média. Colunas cinza, branca e preta representam os três experimentos realizados. Médias seguidas da mesma letra são 
significativamente iguais (P ≤ 0,05), pelo teste Tukey, n = 6

B.
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Conclusão
Para reduzir a severidade das plantas inoculadas com X. 

gardneri e P. syringae pv. tomato os melhores métodos de 
dispensa do antagonista UFV-0073 foram a pulverização 
do filoplano associada à microbiolização de sementes e a 
pulverização do filoplano com o sobrenadante de suspensão 
aquosa do agente de biocontrole.
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