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Resumo

ROCHA, Dediel Junior Amaral. Controle biolégico de doencas foliares e murchas
do tomateiro pelo uso rizobactérias. 2012. 54 f. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de Pdés-graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A busca por alternativas no controle de doengas em substituicdo ao uso intensivo de
agrotoéxicos tem sido objeto da pesquisa agricola. Rizobactérias sdo conhecidas pelo
biocontrole de doencas e promocgdo de crescimento em diversos cultivos. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a eficacia de seis rizobactérias, pré-
selecionadas, no controle de Ralstonia solanacearum € Fusarium oxysporum f. Sp. lycopersici
(FOL), em casa de vegetacdo e relacionar este comportamento a producédo de
compostos “in vitro”, bem como avaliar a protecdo de plantas de tomate contra
doencas da parte aérea que ocorreram naturalmente em condi¢cdes de campo. Foi
avaliada a capacidade destas rizobactérias em produzir quitinases, amilases,
lipases, compostos antibidticos e de solubilizar fosfato. A microbiolizagdo das
sementes com a rizobactéria DFs1420 (Bacillus sp.) reduziu a severidade da murcha
bacteriana em 66% aos 14 dias ap0s a inoculacdo, no primeiro ensaio e valores de
AACPD em 70%, no segundo ensaio. Este controle pode ser associado a producéo
de compostos responsaveis pela antibiose observada “in vitro”. Streptomyces
(DFs1296 e DFs1315) e Bacillus sp. (DFs1414) reduziram significativamente a
murcha de fusério. O controle observado pode ser atribuido a atividade quitinolitica
e/ou antibiética por compostos volateis. Foram instalados trés ensaios de campo. A
severidade das doencas foliares foi monitorada ao longo do tempo. As rizobactérias
foram capazes de proteger as plantas contra Septoria lycopersici. DFs1414 e DFs1421
(Pseudomonas sp.) foram as mais estaveis, proporcionando protecdo em dois ensaios
consecutivos. As rizobactérias DFs1296 e DFs1420 foram capaz de controlar a
requeima (Phytophthora infestans) em dois ensaios. A bactéria DFs1296 também
apresentou capacidade de protecdo contra estas e outras doencas quando
pulverizada semanalmente na parte aérea. De modo geral, o controle alcangcado por
estas bactérias, microbiolizadas as sementes ou em aplicacao foliar, ndo diferiu dos
tratamentos utilizando produtos quimicos recomendados para a cultura em
aplicacdes semanais.



Palavras-chave: Biocontrole, Fusarium oxysporum f. Sp. lycopersici, Phytophthora infestans,
Ralstonia solanacearum, Septoria lycopersici, Solanum lycopersicum



Abstract

ROCHA, Dediel Janior Amaral. Biological control of tomato’s foliar and wilt
diseases by the use of rhizobactaria. 2012. 54 f. Dissertagdo (Mestrado).
Programa de Pos-graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The search on alternative control of diseases to replace the use of pesticides has
been the subject of agricultural research. Rhizobacteria are known by controlling
diseases and promoting growth in several crops. The objectives of this work were to
evaluate the efficacy of six rhizobacteria pre-selected for the control of Ralstonia
solanacearum and Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) in greenhouse, and to relate
this behavior with the production of compounds "in vitro", as well as evaluate the
protection of tomato plants against foliar diseases under field conditions. It was
evaluated the ability of these rhizobacteria to produce chitinases, amylases, lipases,
antibiotic compounds and to solubilize phosphate. The seed microbiolization with
rhizobacterium DFs1420 (Bacillus sp.) reduced the severity of the bacterial wilt 66%
at 14 days after inoculation and AUDPC 70%, respectively, the first and second
assays. This control may be associated with the production of compounds
responsible for the antibiosis observed "in vitro". Streptomyces (DFs1296 and
DFs1315) and Bacillus sp. (DFs1414) significantly reduced fusarium wilt. The control
observed can be attributed to the chitinolytic activity and/or antibiosis in the presence
of volatile compounds. Three field trials were carried out in field. The foliar diseases
severity was monitored over time. The rhizobacteria were capable of protecting
plants against Septoria lycopersici. DFs1414 and DFs1421 (Pseudomonas Sp.) were the
most stable, providing protection in two consecutive trials. The rhizobacteria
DFs1296 and DFs1420 were able to control late blight (Phytophthora infestans) in two
trials. DFs1296 also had the ability to protect against these and other diseases when
sprayed weekly in the plant canopy.In general, the control achieved by these
rhizobacteria, by seed microbiolization or by foliar application, did not differ from
treatments using recommended chemical in weekly applications.

Keywords: Biocontrol, Fusarium oxysporum f. Sp. lycopersici, Phytophthora infestans, Ralstonia
solanacearum, Septoria lycopersici, Solanum lycopersicum
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1 - Introducéo

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma hortalica amplamente cultivada no
Brasil e outros paises. A espécie tem seu centro de origem nas Américas,
especificamente na area limitada ao norte pelo Equador, ao sul pelo Chile, a oeste
pelo Oceano Pacifico e a leste pela Cordilheira dos Andes. O tomate foi levado para
0 México (centro secundario de origem), onde passou a ser cultivado e melhorado.
Foi entdo, introduzido na Europa no século XVI pelos espanhdis, sendo inicialmente
considerada planta ornamental. Os frutos de tomate tiveram seu uso culinario
retardado, por temor de toxidade, ja que muitas solanaceas conhecidas na época
eram venenosas (FILGUEIRA, 2003).

No Brasil, o tomate foi introduzido por imigrantes europeus no final do século
XIX, tornando se uma das hortalicas mais cultivadas no pais (ALVARENGA, 2004).
O tomate € uma hortalica muito popular na gastronomia brasileira, “in natura” ou
como derivados, é bastante apreciado no pais pelo seu sabor, como também pela
grande concentracdo de substancias benéficas, entre elas o licopeno, que esta
associado a prevencédo de doencas (PALOZZA et al., 2011).

O tomate é cultivado comercialmente na maioria dos estados brasileiros. Em
2010, a soma da producao brasileira de tomate industrial e de mesa foi de 4.114.312
toneladas, com cerca de 68 mil ha plantados. Para o ano de 2011, a estimativa € de
4.085.912 toneladas a serem colhidas em uma area plantada de 65.312 ha, com
uma produtividade média de 62,56 ton.ha™ (IBGE, 2011). A regido Sudeste é a
maior produtora com area de 22.705 ha e uma producgdo de 1.5 milhdes toneladas.
O Rio Grande do Sul possui uma éarea de 2.385 ha e producdo de 108.863
toneladas, sendo Caxias do Sul, Pelotas e Farroupilna os principais municipios
produtores do estado (IBGE, 2011).
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A cultura do tomate esta sujeita ao ataque de varias doencas que podem
limitar sua producdo. Cerca de 200 doencas s&do conhecidas afetando a
tomaticultura em todo mundo (LOPES; AVILA, 2005).

O controle de muitas doencas do tomate tem sido realizado quase que
exclusivamente com base na aplicacdo de produtos quimicos. Varios agrotoxicos
tém sido recomendados para a cultura, porém, estes ndo séo considerados solucdes
de longo prazo, devido as preocupac¢fes da sociedade com os riscos para saude e o
ambiente (TILMAN et al., 2001).

O uso de cultivares com resisténcia genética a doencas, quando disponivel,
€ uma das formas mais eficaz para controle de doencas, porém, muitas vezes, a
obtencédo de variedades resistentes é limitada, devido a dificuldade de se achar boas
fontes de resisténcia as diferentes variantes dos patdégenos que atacam as culturas
(ST CLAIR, 2010).

O desenvolvimento de novos produtos para controle vem sendo estimulado,
entre os quais destacam se o0s biologicos. O controle biolégico € uma alternativa que
vem mostrando potencial no controle de varios patégenos de solo e parte aérea na
cultura do tomate (HAAS; DEFAGO, 2005; MAKSIMOV; ABIZGIL'DINA;
PUSENKOVA, 2011). O biocontrole pelo uso de rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (PGPR, do inglés plant growth promoting rhizobacteria)
representa uma alternativa potencial como um dos componentes do manejo
integrado de doencas, pois estas sdo conhecidas por promover o crescimento de
plantas e reduzir a intensidade de doencas em diversas culturas (KLOEPPER et al.,
1980; JETIYANON; KLOEPPER, 2002).

A reducdo de doencas pela colonizacdo das raizes por rizobactérias pode
ocorrer diretamente, através de competicao por espaco, nutrientes e nicho ecolégico
ou pela producdo de substancias antimicrobianas e indiretamente, através da
inducdo de resisténcia sistémica (ISR) (KLOEPPER; BEAUCHAMP, 1992; LIU;
KLOEPPER; TUZUN, 1995).

Entre as rizobactérias, Pseudomonas spp. tém sido relatadas como eficaz
contra um amplo espectro de patégenos de plantas, incluindo fungos, bactérias e
virus em varias espécies de plantas, como por exemplo, feijdo, cravo, pepino,
rabanete, tomate, fumo e Arabidopsis thaliana (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE,

1998). Da mesma forma, bactérias esporulantes Gram-positivas, como Bacillus Spp. €
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Streptomyces Spp. também tém sido utilizadas com sucesso para o0 controle de
doencas de plantas (KLOEPPER; RYU; ZHANG, 2004; BOUKAEW; CHUENCHIT;
PETCHARAT, 2011).

Os mecanismos pelos quais as rizobactérias podem atuar sdo o
antagonismo direto pela producdo de substancias antimicrobianas, competicao por
espaco e nutrientes, o parasitismo, ou através da inducédo de resisténcia sistémica
(ISR) (KLOEPPER; BEAUCHAMP, 1992; LIU; KLOEPPER; TUZUN, 1995). A
inducdo de resisténcia € a ativacdo dos mecanismos de defesa da planta em
resposta a estimulos de agentes indutores que podem ser bidticos ou abiéticos (VAN
LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998).

O presente estudo, portanto, teve como objetivos avaliar a eficacia de seis
rizobactérias pré-selecionadas para controle da mancha bacteriana e oidio (NAUE,
2009) no controle da murcha bacteriana e murcha de fusario em casa de vegetacao,
bem como avaliar a protecdo de plantas de tomate contra doencas da parte aérea

em condi¢des de campo.



2 — CAPITULO 1 Rizobactérias no controle de Ralstonia solanacearum € Fusarium

oxysporum f. Sp. lycopersici em tomate em casa de vegetacao

2.1 - Introducéo

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € a segunda hortalica em importancia
econdmica no Brasil, sendo superada apenas pela batata. A produgéo nacional de
tomate tem aumentado nos ultimos anos, resultado do aumento da demanda,
impulsionada pela grande variedade de produtos industriais derivados deste e das
suas vantagens nutricionais.

Diversas doencas afetam a cultura do tomate, sendo que as de etiologia
bacteriana tém causado grandes prejuizos. Dentre estas, a murcha bacteriana
causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. tem promovido elevadas
perdas em culturas instaladas nas diversas regides brasileiras. Dependendo das
condicBes ambientais, os prejuizos podem ser totais (SILVEIRA; MARIANO;
MICHEREFF, 1996).

R. solanacearum possui uma ampla gama de hospedeiros, na qual estdo
centenas de espécies de plantas pertencentes a 44 familias botanicas (HAYWARD,
1991). R. solanacearum € capaz de sobreviver no solo por varios anos, associada aos
restos de cultura e a rizosfera de plantas. Por apresentar uma fase saprofitica em
seu ciclo de vida, a bactéria aumenta suas possibilidades de sobrevivéncia no solo,
mesmo na auséncia de hospedeiros (HAYWARD, 1991).

A grande variabilidade genética, apresentada por R. solanacearum, levou ao

amplo uso de dois sistemas de classificacdo ao nivel subespecifico: racas,
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baseados em diferencas na gama de espécies hospedeiras (HE, SEQUEIRA,
KELMAN, 1983) e biovares, baseado na capacidade de utilizacdo ou oxidacédo de
diferentes fontes de carbono (HAYWARD, 1994a, b). Recentemente, estudo
baseado na analise de sequéncia genética de determinadas regides do genoma
propds sua separacao em filotipos, e estes, em sequevares (FEGAN; PRIOR, 2005).

Outra doenca de importancia econémica na cultura do tomate € a murcha de
fusério causada por Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. lycopersici Snyder e Hansen
(FOL) (KUROZAWA; PAVAN, 2005). Os sintomas tipicos sao: amarelecimento das
folhas, geralmente a partir das mais velhas, queda prematura dos frutos e murcha
nas horas mais quentes do dia até que se torne irreversivel. Uma vez introduzido em
areas de cultivo, este patdgeno pode permanecer viavel durante anos devido a sua
capacidade de produzir estruturas de resisténcia (clamiddsporos) (AGRIOS, 2005).

F. oxysporum f. sp. lycopersici € agrupado em trés racas fisioldgicas, conforme
sua habilidade de infectar e causar doenca em uma série de cultivares
diferenciadoras contendo diferentes loci de resisténcia. No Brasil, as ragas 1 e 2
encontram-se amplamente distribuidas, enquanto a raca 3 ja foi relatada em regides
mais restritas, afetando cultivos comerciais nos estados do Espirito Santo (REIS et
al., 2005) e Rio de Janeiro (REIS; BOITEUX, 2007).

Em é&reas ja cultivadas ha muito tempo (monocultivos) é comum a destruicdo
total das plantas ou a reducdo dréastica da colheita devido a morte prematura das
plantas (LOPES; AVILA, 2005). No Rio Grande do Sul, em levantamentos realizados
em areas de plantio de tomateiro, foi constatada a prevaléncia da murcha de fusario
em 25% das regifes avaliadas, com incidéncia média de 8,4% (BLUME; JARA,
2004).

Nenhuma medida de controle quimico é efetiva e economicamente viavel no
controle da murcha de fusario ou R. solanacearum em tomateiro (LOPES; AVILA,
2005). Nas areas onde estes patdégenos ainda ndo ocorrem, o manejo pelo principio
da excluséo, visando o impedimento da entrada do patdgeno na area de cultivo, € o
mais importante. Em areas onde Fusarium jA se encontra estabelecido, um dos
métodos mais eficazes de redugcdo de perdas é o controle genético, através do
plantio de cultivares resistentes (REIS et al., 2005). Apesar de existirem cultivares e
hibridos comerciais de tomate resistentes a murcha de fusario, estes apresentam

geralmente resisténcia as racas fisioldgicas 1 e 2 do patdégeno. Contudo, cultivares
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comerciais que demonstram resisténcia a raca fisiologica 3 ainda nao estdo
disponiveis no Brasil (REIS et al., 2005).

A obtencdo de variedades resistentes a R. solanacearum € bastante dificil,
devido a dificuldade de se achar boas fontes de resisténcia as diferentes variantes
da bactéria. Além do mais, a resisténcia do tomate a murcha bacteriana € do tipo
poligénica e pode sofrer interferéncia do ambiente ou trazer consigo caracteristicas
agrondmicas indesejaveis (LOPES; AVILA, 2005).

O controle biolégico com o uso de rizobactérias promotoras do crescimento
(PGPR) pode ser uma alternativa para 0 manejo de patdogenos habitantes do solo,
considerados de dificil controle (HANDELSMAN; STABB, 1996; THANH, et al.,
2009). As rizobactérias sdo conhecidas por promover o crescimento de plantas, bem
como diminuicdo da quantidade de doencas em diversas culturas (VAN LOON,
1998; WHIPPS, 2001).

A reducdo de doencas pela colonizacdo das raizes das plantas por
rizobactérias pode ocorrer diretamente, através de competicdo por espaco,
nutrientes e nicho ecolégico ou pela producdo de substancias antimicrobianas ou
ainda indiretamente, através da inducao de resisténcia sistémica (ISR) (KLOEPPER,;
RYU; ZHANG, 2004; HAAS; DEFAGO, 2005).

Avaliagcbes de rizobactérias tém sido realizadas com sucesso contra a
murcha de fusario em tomate, tanto em casa de vegetacdo, como em condi¢des de
campo (RAMAMOORTHY; RAGUCHANDER; SAMIYAPPAN, 2002; SON et al.,
2009; SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011). Trabalhos também tém sido conduzidos na
tentativa de controle da murcha bacteriana pela aplicacdo de rizobactérias
antagonistas (MOURA; ROMEIRO; NEVES, 1998; ANITH; MOMOL, 2004; GUO et
al., 2004; LEMESSA; ZELLER, 2007; VANITHA et al., 2009).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito da microbiolizacdo de
sementes de tomate com seis rizobactérias selecionadas para controle da mancha
bacteriana e oidio (NAUE, 2009) no controle de R. solanacearum € F. oxysporum f. sp.
lycopersici em casa de vegetacdo, bem como a caracterizagdo parcial destas

rizobactérias.
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2.2 - Material e métodos

2.2.1- Microrganismos utilizados

As rizobactérias utilizadas (Tabela 1) foram isoladas do solo e selecionadas
como antagonista contra R. solanacearum (MOURA; ROMEIRO; NEVES, 1998),
Xanthomonas gardneri (ex Sutic) Jones et. al. e oidio, Oidium sp. (NAUE, 2009) e como
promotores de crescimento (DEUNER, 2004) em condi¢cOes de casa de vegetacgao.
Estas bactérias fazem parte da colecdo do Laboratério de Bacteriologia Vegetal da

Universidade Federal de Pelotas.

Tabela 1. Rizobactérias utilizadas como agentes de controle biologico.

Isolados Géneros Nicho de isolamento
DFs1296 Streptomyces (Waksman; Henrici) Solo sob cultivo de gramineas
DFs1315 Streptomyces (Waksman; Henrici) Solo sob cultivo de citros
DFs1414 Bacillus (Cohn) Solo de rizosfera de tomate
DFs1420 Bacillus (Cohn) Solo de rizosfera de tomate
DFs1421 Pseudomonas (Migula) Solo de rizosfera de tomate
DFs1423 Bacillus (Cohn) Solo de rizosfera de tomate

R. solanacearum, isolado DFs-RS01, foi obtido de plantas de tomate com
sintomas severos de murcha, provenientes do municipio Pelotas-RS. O isolamento
foi realizado em meio de tetrazélio (KELMAN, 1954) e a preservacao feita em tubos
contendo agua estéril.

F. oxysporum f. sp. lycopersici, isolado UFV-FOLOL foi cedido pelo Laboratério

de Bacteriologia de Plantas e Controle Bioldgico da Universidade Federal de Vigosa.
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Testes de patogenicidade para ambos os patdgenos foram realizados
através da inoculacédo de plantas de tomate em casa de vegetacéo e re-isolamento

dos mesmos.

2.2.2 - Caracterizagcdo bacteriana quanto a capacidade de producdo de

compostos relacionados ao biocontrole e/ou promocéao de crescimento

Solubilizacdo de fosfato: as rizobactérias foram repicadas, em pontos
distribuidos em placa de Petri contendo meio de cultura com TSA 1/10 acrescido de
solucdo de fosfato de calcio (CaHPO,) como fonte de fosfato (adaptado de
MARIANO; SILVEIRA, 2005). Aos sete dias de incubacgdo a 28 °C foi avaliado a
presenca de halo formado em volta da colénia de cada rizobactéria. A formacao de
halo foi considerada um indicativo da solubilizacdo de fosfato pela bactéria no meio
em estudo.

Producédo de quitinases: utilizou-se meio mineral Renwick; Campbell; Coe
(1991), em que quitina (Sigma) coloidal 0,08% foi a unica fonte de carbono.
Posteriormente, as rizobactérias foram semeadas em pontos distintos da superficie
do meio e incubadas a 28 °C durante 14 dias. Apés o periodo de incubacao, a
producdo de quitinases foi constatada pela observagcédo de um halo transparente ao
redor da colénia (MARIANO; SILVEIRA, 2005).

Producdo de amilases: repicaram-se as rizobactérias em pontos
distribuidos na placa de Petri em meio Agar amido. As placas foram incubadas a 28
°C por cinco dias. Apés o crescimento das colbnias, foram adicionados 5 mL de uma
solucéo de iodo (Lugol) sobre a placa de Petri. A presenca de um halo incolor em
torno das coldnias indicou a producao de amilases (MARIANO; SILVEIRA, 2005).

Producéo de lipases: foi avaliada através da repicagem das bactérias para
placa de Petri contendo meio de cultura de Tween 80. As placas foram incubadas a
28 °C por cinco dias. A presenc¢a de um precipitado ao redor das coldnias indicou a
capacidades das bactérias hidrolisarem lipidios (MARIANO; SILVEIRA, 2005).

Antibiose “in vitro” de rizobactérias contra Ralstonia solanacearum: as
rizobactérias foram repicadas em placas de Petri contendo uma fina camada de
meio de 523 solido (KADO; HESKETT, 1970), em forma de uma linha larga no
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centro de cada placa. As placas foram incubadas a 28 °C por 72 horas e
posteriormente as coldnias crescidas sobre o meio foram removidas com algodao.

A seguir, em camara de fluxo laminar, as placas foram dispostas com a
tampa para baixo e receberam cada uma 2 mL de cloroférmio na tampa, para
assegurar completa eliminacdo de todas as colbnias viaveis. Apds evaporacdo do
cloroformio foi vertida uma sobrecamada de meio 523 semissoélido fundente
acrescida de 100 pL, para 100 mL de meio, da suspensdo de R. solanacearum,
previamente cultivada em meio 523 liquido por 72 h. As placas foram incubadas a 28
°C por 48 horas. A testemunha constitui-se de placas submetidas ao mesmo
procedimento, exceto pela repicagem das rizobactérias. A antibiose foi determinada
pela observacao da formacéo de halo de inibicdo do crescimento de R. solanacearum.

Antibiose contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) por compostos
nao volateis: as rizobactérias foram repicadas para placas de Petri contendo meio
batata dextrose agar (BDA) e incubados como descrito no item anterior.

Discos de cultura, de aproximadamente 10 mm de diametro de FOL
previamente crescidos em meio BDA foram repicados para as placas contendo as
rizobactérias. Como testemunhas foram utilizadas placas com BDA e discos de
micélio apenas.

Apés incubacdo a 28 °C por sete dias, a antibiose foi determinada pela
reducao do crescimento do micélio do patdgeno.

Antibiose contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) por compostos
volateis: foram utilizadas placas de Petri com 85 mm de diametro, divididas em dois
compartimentos. Um dos compartimentos foi preenchido com meio 523 (KADO;
HESKETT, 1970) e semeadas as rizobactérias, no outro compartimento foi
adicionado o meio BDA, onde se depositou um disco de micélio de FOL com 10 mm
de diametro. Como testemunhas, foram utilizadas placas contendo somente disco de
micélio de FOL em meio BDA, em um dos compartimentos e apenas meio 523 no
outro compartimento. Apés 0 seu preparo, as placas foram fechadas com Parafilm®
e mantidas em sala de incubacédo a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h. O crescimento
micelial de FOL foi avaliado ap0s sete dias, pela medigdo do didametro da colénia.

Cada tratamento constituiu-se de trés repeticbes em um delineamento

inteiramente casualizado, sendo cada placa considerada uma unidade experimental.
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2.2.3 - Ensaios em casa de vegetacéo

2.2.3.1 Microbiolizac&o das sementes

Sementes de tomate cv. Super Marmande foram imersas durante 4 h sob
agitacdo e temperatura de 4 °C, em suspensao salina (0,85% NaCl) de cada
rizobactéria com 24 h de crescimento em meio 523 (KADO; HESKETT, 1970). A
concentragdo da suspensao bacteriana foi ajustada para As4o= 0,5, correspondente a
aproximadamente 10°® unidades formadoras de colénias por mL (ufc.mL™). A
testemunha constituiu-se de sementes imersas em solucéo salina.

Foram realizados dois ensaios para cada patdgeno, a fim de avaliar o
controle de R. solanacearum Ou F. oxysporum f. Sp. lycopersici, em casa de vegetagcao. O
primeiro ensaio para R. solanacearum foi conduzido nos meses de fevereiro a marcgo e
0 segundo, nos meses marco a abril de 2011. Para F. oxysporum f. sp. lycopersici, O
primeiro ensaio foi de maio a junho e o segundo, nos meses de setembro a
novembro, ambos em 2011.

Os tratamentos constituiram da microbilozacdo das sementes com cada uma
das rizobactérias; e pulverizacdo semanal com indutor abiético acibenzolar-S-metil
(produto comercial BION®) na dosagem de 0,05 g.L™*. Como controle foi utilizado
solugéo salina nas sementes.

Sementes de tomate microbiolizadas com as rizobactérias, ou com solucéo
salina apenas, foram semeadas em copos plasticos de 700 mL, contendo substrato
agricola Carolina® ndo esterilizado. Apds a completa germinacéo, as plantulas
foram desbastadas deixando se uma plantula por copo. As plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,

com quatro repeticbes e uma planta por parcela.

2.2.3.2 - Inoculagéo e avaliagao de Ralstonia solanacearum

O isolado de R. solanacearum foi repicado para placas de Petri contendo meio
de tetrazélio (KELMAN, 1954) e incubado por 48 h a 28 °C. Ap0s o crescimentos das
colénias foram preparadas as suspencdes bacterianas em solucdo salina (0,85%)
ajustando a concentracdo para 10° ufc.mL™ (Ass= 0,5).

Aos 30 dias ap0s a semeadura foi realizada a inoculagdo de R. solanacearum.

A inoculacéo foi realizada através de ferimentos das raizes pela insercdo de uma
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faca no substrato na direcdo das mesmas, seguida da rega do substrato com 5 mL,
por planta, da suspensdo do isolado RS-01. Uma testemunha n&o inoculada foi
mantida para avaliacdo da alteracdo de matéria seca em relagdo as plantas
inoculadas com patogeno.

O tratamento com aplicacdo foliar de acibenzolar-S-metil (Bion® 0,05 g.L™)
foi iniciado 24 h antes da inoculacdo do patégeno e repetida em intervalos de sete
dias.

As avaliacbes foram realizadas apO0s o0 aparecimento dos primeiros
sintomas, sendo no primeiro ensaio aos 8, 10, 12 e 14 dias apds a inoculacéo e no
segundo, aos 12, 14, 16 e 18 dias apdés a inoculacdo, determinando se a
porcentagem de folhas murchas (nimero de folhas murchas x 100/namero total de
folhas da planta) (SILVA; PASCHOLATI; BEDENDO, 2007).

Apos as avaliacbes quanto a murcha, as plantas foram cortadas rente ao
substrato, colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa a 60 °C até atingir

peso constante, para determinacéo do peso da matéria seca.

2.2.3.3 - Inoculacgéo e avaliagcdo de FOL

Para producao de inéculo de F. oxysporum f. sp. lycopersici, 0 fungo foi cultivado
em meio BDA por dez dias em placas de Petri. A suspensdo de conidios foi
preparada pela adicdo de 20 mL de &gua destilada esterilizada em cada placa.
Concentracdo da suspenséo de esporos foi ajustada para 10* conidios/mL

As inoculacfes de F. oxysporum f. sp. lycopersici foram realizadas aos 30 dias
apos a semeadura através do método de ferimento das raizes como descrito no item
anterior, seguida da rega do substrato com 5 mL, por planta, da suspensédo de
esporos. O tratamento com aplicacdo foliar de acibenzolar-S-metil (Bion® 0,05 g.L™)
foi iniciado 24 h antes da inoculacdo do patégeno e repetido em intervalos de sete
dias. A avaliacdo foi feita aos 28 dias ap6s a inoculacdo pelo uso de escala
descritiva de notas de sintomas de murcha de 0 a 4 (SHANMUGAM; KANOUJIA,
2011), onde: 0= plantas sem sintomas de murcha; 1= < 25% de sintomas de murcha;
2= 26-50% de sintomas de murcha; 3= 51-75% de sintomas de murcha; 4= 76-100%

de sintomas de murcha.
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2.2.4 - Procedimento estatistico

Os valores de severidade de R. solanacearum foram utilizados para o calculo
da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), utilizando o programa

desenvolvido por Maffia (1995). Os valores de notas de sintomas de F. oxysporum f.

sp. lycopersici foram transformados para /x + 0,5. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

2.3 - Resultados e discussao

As rizobactérias mostraram atividade para as diferentes enzimas avaliadas.
Para o teste de quitinases, as rizobactérias DFs1296, DFs1315 e DFs1420 foram
positivas, sendo que as duas primeiras foram positivas tanto para teste de
guitinases, como de amilases e lipases (Tabela 2). Apenas DFs1423 apresentou
resultado positivo para o teste de solubilizacdo de fosfato de calcio inorganico,
resultando em halo de solubilizacdo em volta da colbnia bacteriana. Em relacdo a
atividade lipolitica, somente dois isolados (DFs1414 e DFs1420) nao mostraram

atividade positiva (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade enzimética de rizobactérias biocontroladoras de doencas do

tomate.
Isolado Quitinases Solubilizacao de Amilases Lipases
fosfato

DFs1296 +! - + +
DFs1315 + - + +
DFsl1414 - - + -
DFs1420. + - - -
DFs1421 - - - +
DFs1423 - + - +

(+)= presenca de halo; (-)= auséncia de halo
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As rizobactérias apresentaram comportamento variado quanto a capacidade
para inibir o crescimento de R. solanacearum ‘in vitro”, sendo que dois destes isolados,
DFs1414 e DFs1420 se destacaram por apresentar os maiores halos de inibicao de

R. solanacearum (Figura 1).

Figura 1. Antibiose de rizobactérias contra Ralstonia solanacearum, DFs1414 (A),
DFs1420 (B), DFs1315 (C).

Nao foi observada inibicAo do crescimento micelial de FOL através de
compostos ndo volateis, pelo teste de pareamento de culturas. Porém, quando
avaliou se o efeito de compostos volateis, produzidos pelas rizobactérias, houve
reducdo significativa do crescimento micelial de FOL. A rizobactéria que apresentou
maior percentual de reducdo de FOL foi DFs1315, seguido de DFs1423, com

reducédo do crescimento micelial de 18,13 e 17,49%, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. Sp. lycopersici na presenca de

metabolitos volateis produzidos por rizobactérias.

Tratamento Diametro micelial (mm) % de inibicao
Testemunha 41,75a" 0,0
DFs1421 39,17b 6,18°
DFs1296 37,52c 10,13
DFsl1414 37,23c 10,82
DFs1420 36,96¢ 11,47
DFs1423 34,45d 17,49
DFs1315 34,18d 18,13

CV (%) 2,41

"Médias seguidas pela mesma letra pertencem ao mesmo grupo de acordo com teste de de Scott-

Knott (p= 0,05) *Percentual de inibicdo considerando a testemunha zero de inibi¢éo.



25

No primeiro ensaio em casa de vegetacdo, visando o controle de R.
solanacearum, a rizobactéria DFs1420 e o indutor quimico acibenzolar-S-metil (ASM)
proporcionaram menores porcentagens de folhas murchas, ao final do periodo,
guando a testemunha apresentava 95,5% de incidéncia (Tabela 4). Aos 14 dias ap6s
a inoculacdo, os tratamentos com DFs1420 e ASM reduziram a severidade da
murcha bacteriana em 66% e 54%, respectivamente, em relacdo a testemunha
tratada com solucdo salina e inoculada com a bactéria. Porém, apesar destes
tratamentos terem apresentado uma menor incidéncia final de folhas murchas, nao
houve diferenca significativa em relacéo aos valores de AACPD.

Quanto ao efeito dos tratamentos sobre a matéria seca, apenas a
testemunha ndo inoculada com o patdgeno apresentou maior massa seca, hao
sendo observada diferenca significativa entre a testemunha inoculada e os demais

tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito de rizobactérias e de acibenzolar-S-metil (ASM) sobre a incidéncia
de folhas murchas de tomateiro inoculado com Ralstonia solanacearum € massa seca

da parte aérea. (Ensaio 1)

Tratamento Folhas murchas (%) AACPD Massa seca
dias apos inoculagéo (9)
8 10 12 14
Salina® - - - - - 1,58a
Salina® 4,76"° 19,05M° 26,59"° 955a  187,5b 0,86b
DFs1296 0,00 47,22 72,78 81,00a 343,3a 0,74b
DFs1315 22,22 26,98 64,60 70,5a 259,4a 0,77b
DFs1414 5,56 23,81 52,08 59,5a 222,2b 0,97b
DFs1420 10,71 3,33 13,33 15,5b 48,9b 0,84b
DFs1421 0,00 2,78 27,14 61,00a 118,7b 0,63b
DFs1423 41,98 78,05 81,19 87,16a 441,8a 0,41b
ASM* 0,00 2,78 16,67 24,16b  63,18b 0,84b
CV (%) 144 120 74 51 71 47

Testemunha sem patégeno; “Testemunha com patdgeno; *Médias seguidas pela mesma letra na
coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo teste de agrupamento de Scott-Knott (p=0,05);
*Acibenzolar-S-metil, produto comercial Bion 500 WG® 0,05 g.L™

AACPD: area abaixo da curva do progresso da doenca

N.S: néo significativo

CV: coeficiente de variagédo

O segundo ensaio mostrou que as rizobactérias DFs1421 e DFs1423 e
indutor quimico ASM, além de proporcionarem menores porcentagens de folhas
murcha aos 18 dias apds a inoculacdo, apresentaram também menores valores de
AACPD. O tratamento com rizobactéria DFs1420 também apresentou menor valor
de AACPD, apesar de néo ter mostrado menor incidéncia de folhas murchas aos 18
dias. As rizobactérias DFs1421, DFs1423 e DFs1420 reduziram a murcha bacteriana
em 92%, 78% e 70%, respectivamente. Nao houve diferencas significativas dos
valores de massa seca das plantas de tomate, em relacdo a testemunha nao

inoculada e os demais tratamentos (Tabela 5).



27

Tabela 5. Efeito de rizobactérias e de acibenzolar-S-metil (ASM) sobre a incidéncia
de folhas murchas de tomateiro inoculado com Ralstonia solanacearum € massa seca

da parte aérea. (Ensaio 2)

Tratamento Folhas murchas (%) AACPD Massa seca
dias ap6s a inoculacdo (9)
12 14 16 18
Salina® - - - - - 1,99a
Salina® 44,84N° 56,28"° 56,28"° 56,28a  326,34a 1,14a
DFs1296 62,94 65,18 79,02 82,58a 433,93a 0,94a
DFs1315 31,55 60,71 57,14 78,56a 345,83a 0,77a
DFsl1414 10,42 47,91 33,33 57,30a 230,20a 1,15a
DFs1420 9,02 14,02 8,40 47,56 a 101,45b 1,07a
DFs1421 0,00 0,00 3,57 16,51b 23,67b 0,82a
DFs1423 0,00 9,37 15,27 21,87b 71,18b 1,64a
ASM* 0,00 0,00 3,13 18,05b 24,31b 1,01a
CV (%) 131 78 80 46 72 48

Testemunha sem patdgeno; “Testemunha com patdgeno; “Médias seguidas pela mesma letra na
coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo teste de agrupamento de Scott-Knott (p = 0,05);
*Acibenzolar-S-metil, produto comercial Bion 500 WG® 0,05 g.L™

AACPD: area abaixo da curva do progresso da doenca

N.S: nao significativo

CV: coeficiente de variagédo

As rizobactérias DFs1296 , DFs1315 e DFs1414, bem como pulverizacdes
com o ASM proporcionaram reducdes significativas da severidade da murcha de
fusério, tanto no primeiro, como no segundo ensaio (Tabela 6). Os demais

tratamentos nao foram eficientes em reduzir a severidade da doenca.
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Tabela 6. Severidade da murcha de fusario em plantas de tomate inoculadas com
Fusarium oxysporum f. Sp. lycopersici € pulverizadas com ASM ou provenientes de

sementes microbiolizadas com rizobactérias, apos 28 dias da inoculacéo.

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamento
Severidade® % de controle Severidade % de controle

Salina 2,12a° 0 2,06a 0
DFs1296 1,31c 38 1,49b 28
DFs1315 1,40c 34 1,49b 28
DFs1414 1,93b 9 1,09c 47
DFs1420 2,06a 3 1,79a 13
DFs1421 2,06a 3 1,86a 9
DFs1423 2,12a 0 2,0a 3

ASM? 1,79b 15 1,22c 41
C.V. (%) 8,31 11,58

'Severidade de murcha conforme escala de notas de 1 a 4, onde: 0= sem sintomas de murcha; 1= <
25% de sintomas de murcha; 2= 26-50% de sintomas de murcha; 3= 51-75 de sintomas de murcha;
4= 76-100 de sintomas de murcha; “Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao
mesmo grupo de acordo teste de agrupamento de Scott-Knott (p = 0,05); ®Acibenzolar-S-metil,
produto comercial Bion 500 WG® 0,05 g.L™

CV: coeficiente de variagédo

Embora as rizobactérias tenham mostrado certa diversidade quanto a
producdo de compostos relacionados ao biocontrole e/ou a promocdo de
crescimento, a capacidade de hidrolisar quitina é considerada estratégica, pois este
€ o principal composto da parede celular de fungos e nematodides (AGRIOS, 2005).
Enzimas quitinoliticas produzidas por rizobactérias tém sido relacionados ao controle
biolégico de varias doengas fangicas (AJIT; VERMA; SHANMUGAM, 2006;
KISHORE; PANDE, 2007; HARIPRASAD; DIVAKARA; NIRANJANA, 2011).
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Por outro lado, a habilidade de produzir outras enzimas pode ser
correlacionada a capacidade competitiva das bactérias que a possuem (WHIPPS,
2001). Adicionalmente, as enzimas aqui avaliadas podem apresentar interesse direto
em relacdo ao biocontrole, como as lipases. A ocorréncia concomitante de Fusarium
Spp. e espécies do nematoide Meloidogyne causam danos mais severos e tornam seu
controle mais dificii do que quando estes patégenos ocorrem isoladamente
(SIDDIQUI et al., 2000; SON et al., 2009). Considerando que a producao de enzimas
lipoliticas por rizobactérias podem exaurir reservas lipidicas de ovos e de juvenis de
nematoides, e que a sobrevivéncia destes depende do acumulo de lipidios
(WRIGHT; PERRY, 2006), a capacidade lipolitica das rizobactérias pode ser
importante para o controle da nematose e ou do complexo nematoide-Fusarium.

A deteccdo de antibiose “in vitro” € um método que tem sido usado para
selecdo inicial de rizobactérias agentes de biocontrole contra R. solanacearum
(MOURA; ROMEIRO, 1999; LEMESSA; ZELLER, 2007; MESSIHA et al, 2007.; XUE
et al.,, 2009). No presente estudo, apenas DFs1296 nao resultou em de zona de
inibicdo “in vitro” de R. solanacearum. No entanto, quando estudada por Moura e
Romeiro (1999) e denominada de BF110, esta rizobactéria apresentou antibiose
contra 15% dos 52 isolados de R. solanacearum classificados como diferentes
racas/biovares e oriundos de diferentes hospedeiros, coletados em diversas regides
do Brasil e do mundo. Esta discrepancia pode residir no fato de se ter utilizado uma
metodologia um pouco diferente no presente trabalho. Mariano (1993) em sua
revisdo sobre métodos de selecao “in vitro” ressalta que diferentes metodologias e
suas variantes, podem resultar em alteracao da sensibilidade do ensaio, e, portanto,
do resultado obtido.

Compostos ndo volateis produzidos pelas rizobactérias ndo foram capazes
de inibir o crescimento micelial de FOL. Este comportamento também foi observado
por Deuner (2004) avaliando FOL, isolado UFV 0044, embora Naue (2009) tenha
verificado antibiose pelas rizobactérias DFs1421 e DFs1423 contra um isolado de
FOL diferente do utilizado no presente trabalho. Entretanto, quando se avaliou a
producdo compostos volateis, todas as rizobactérias utilizadas no presente trabalho
foram capazes de reduzir o crescimento micelial de FOL, embora em diferentes
intensidades. Estes resultados sdo contraditorios em relagédo aos obtidos por Naue

(2009), que néo detectou atividade antifiungica das mesmas bactérias em relacéo a



30

outro isolado de FOL. O comportamento distinto observado nos diferentes trabalhos,
utilizando as mesmas rizobactérias pode estar associado a varias interacfes de
ambiente e uso de isolados diferentes do patégeno desafiador.

A microbiolizacdo das sementes com as rizobactérias DFs1420, DFs1421 e
DFs1423 reduziram significativamente a severidade da murcha bacteriana do tomate
em condi¢cOes de casa de vegetacdo, porém, a rizobactéria DFs1420 foi estavel em
ambos o0s ensaios. A utilizacdo de rizobactérias pertencentes aos géneros Bacillus €
Pseudomonas como agentes de biocontrole tem mostrado resultados positivos no
manejo da murcha bacteriana (ANITH; MOMOL, 2004; VANITHA et al., 2009; WEI et
al., 2011). Estes agentes de biocontrole podem agir principalmente, por antagonismo
direto contra R. solanacearum ou inducéo de resisténcia sistémica como mostrado em
trabalhos conduzidos para identificacdo do modo de acdo de rizobactérias
(KLOEPPER; RYU; ZHANG, 2004; HAAS; DEFAGO, 2005). R. solanacearum € um
patdgeno habitante do solo e a efetiva colonizacdo do sistema radicular por agentes
de biocontrole pode prevenir a ataque do patégeno no sitio de infeccdo e posterior
invasao do sistema vascular (NGUYEN; RANAMUKHAARACHCHI, 2010). Portanto,
a atividade antagonista apresentada “in vitro” pelo isolado DFs1420 pode ter um
papel importante na reducdo da murcha bacteriana.

As rizobactérias DFs1296, DFs1315 e DFs1414 reduziram significativamente
a murcha de fusario em casa de vegetacdo, em ambos 0s ensaios. Rizobactérias
pertencentes aos géneros Bacillus € Streptomyces agentes de biocontrole sao
importantes habitantes da populacdo da rizosfera e sdo muito eficazes em reduzir a
intensidade de doencas, principalmente podriddes de raiz e murchas vasculares
(WHIPPS, 2001). Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os de
outros pesquisadores, em que uso de rizobactérias Gram positivas foram eficientes
em reduzir a murcha de fusario (SOARES; SOUSA; GARRIDO, 2009; SON et al.,
2009; SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011).

Rizobactérias podem estimular os mecanismos de defesa das plantas
(RAMAMOORTHY et al., 2002) ou ter acao direta contra FOL (CHANDEL et al.,
2010). Pesquisadores reconhecem que a producdo de quitinases é mecanismo
importante na inibicdo de FOL (HARIPRASAD; DIVAKARA; NIRANJANA, 2011). No
presente estudo, os isolados DFs1296 e DFs1315 apresentaram atividade

quitinolitica e esta pode estar associada a diminuicdo dos sintomas de murcha de
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fusario nos ensaios “in vivo”. Por outro lado, compostos volateis produzidos por
rizobatérias podem atravessar a parede da célula fungica e induzir alteracdes na
permeabilidade da membrana plasmatica (LI et al., 2011). Portanto, a antibiose
mediada por estes compostos, observada para todas as rizobactérias aqui
estudadas pode também ter contribuido para reducéo da intensidade da murcha de
fusario.

Os niveis de controle alcancados pelas rizobactérias para ambas as
murchas foram iguais aos proporcionados pelo indutor de resisténcia ASM, relatado
como eficiente na reducéo destas doencas (ANITH; MOMOL, 2004; GURGEL et al.,
2005).

Embora o controle R. solanacearum possa estar relacionado a antibiose e o de
FOL a antibiose e a atividade quitinoliticas das rizobactérias aqui estudadas, ndo se
descarta a possibilidade do envolvimento de inducdo de resisténcia. Esta ideia
ganha forca no fato de que a protecdo conferida por estas rizobactérias nédo é
especifica, uma vez que as mesmas foram eficientes no controle de patégenos
avaliados no presente trabalho, bem como de diferentes patégenos em outros
trabalhos (MOURA; ROMEIRO; NEVES, 1998; NAUE, 2009), e sendo a
inespecificidade de controle um dos critérios para a ocorréncia da inducdo de
resisténcia (SCHONBECK; STEINER; KRASKA, 1993).

2.4 — Conclusdes

A rizobactéria DFs1420 (Bacillus sp.) tem efeito antagbnico contra R.
solanacearum € reduz a intensidade da murcha bacteriana quando microbiolizada as
sementes.

A microbiolizagdo das sementes de tomate com as rizobactérias DFs1296,
DFs1315 (Streptomyces sp.) € DFs1414 (Bacillus sp.) reduz a severidade da murcha de
fusério, sendo o antagonismo pela produgéo de quitinases e compostos volateis um

dos possiveis mecanismos atuantes.



3 - CAPITULOS 2 Rizobactérias no controle de doencas foliares do tomate em
condigbes de campo

3.1 - Introducéo

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma das plantas oleraceas mais
cultivadas no Brasil. Seu fruto € muito apreciado para consumo “in natura” e utilizado
para elaboragcdo de produtos industrializados. A cultura do tomate é atacada por
inumeros fitopatdogenos, sendo que mais de 200 ja foram descritos. Dentre as
doencas foliares, pinta preta (Alternaria solani Jones; Grout), requeima (Phytophthora
infestans De Bary) e septoriose (Septoria lycopersici Speg.) podem inviabilizar o cultivo
do tomate em determinadas condi¢cdes (LOPES; AVILA, 2005). Isso tem levado ao
uso intensivo de agrotoxicos na cultura, sendo prejudicial ao meio ambiente, além de
aumentar os custos de producao.

Consideradas as implicacBes ecologicas e sanitarias decorrentes do uso
continuo e intensivo de agrotoxicos, a busca por alternativas de manejo de doencas
sdo importantes. O uso de microrganismos benéficos, agentes de controle bioldgico,
como alternativa para aumentar a produtividade de plantas e melhorar o seu estado
fitossanitario, vem sendo objeto da pesquisa agricola. Dentre estes microrganismos,
as rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) apresentam grande potencial
(MAKSIMOV; ABIZGIL'DINA; PUSENKOVA, 2011).

Rizobactérias como agentes de biocontrole tém sido estudadas, as quais
podem atuar por diferentes mecanismos, tais como antibiose, competicéo,
parasitismo ou inducdo de resisténcia (RAMAMOORTHY et al., 2001; HAAS;
DEFAGO, 2005). A inducéo de resisténcia envolve a ativagdo de mecanismos de

defesa existentes nas plantas em resposta ao tratamento com agentes bioticos ou
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abidticos (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). O uso de rizobactérias como
indutores de resisténcia sistémica (ISR) € uma ferramenta para controle doencas
gue tem recebido atencédo de muitos pesquisadores (RAMAMOORTHY et al., 2001;
KLOEPPER; RYU; ZHANG, 2004.)

Rizobactérias podem induzir resisténcia contra um amplo espectro de
patdgenos, incluindo bactérias, fungos, nematodides e virus (SILVA et, al., 2004a).
Seu uso representa uma vantagem sobre métodos de controle biologicos classicos e
quimicos, em que as plantas sdo tipicamente protegidas contra apenas alguns
patogenos (VAN LOON; BAKKER; PIETERSE, 1998). De acordo com Ryals et al.
(1996) uma vez que mecanismos naturais de resisténcia da planta séo ativados, o
aumento da capacidade defensiva € mantido por um determinado periodo contra um
amplo espectro de patdgenos.

A protecdo com base apenas em agentes de controle biol6égico nem sempre
€ estavel e raramente é tdo eficaz quanto o tratamento quimico. No entanto,
medidas de manejo integrado de doencas, pode ser uma alternativa para diminuir o
namero de aplicacbes de agrotoxicos e aumentar a eficacia e estabilidade do
controle (SILVA et al., 2004b). Atualmente, existe no mercado produtos que embora
guimicos, ndo possuem acdo direta sobre o patdgeno, como acibenzolar-S-metil
(ASM). Este produto € um analogo funcional do &cido salicilico, o qual age como
indutor abidtico de resisténcia em plantas. O acido promove nas células vegetais
estimulo a producdo de proteinas especificas relacionadas com a patogénese
capazes de degradar a parede celular de fungos e bactérias (VALLAD; GOODMAN,
2004).

Existem vérios relatos sobre o uso de rizobactérias como agentes de
controle biolégico de doencas foliares na cultura do tomate, tais como A. solani
(LATHA, et al.,, 2009), P. infestans ( YAN et al., 2002; SILVA et al., 2004b;
LOURENCO JUNIOR et al., 2006). Porém, existem poucos trabalhos com
rizobactérias no controle de S. lycopersici, patdgeno muito frequente na cultura do
tomate, principalmente em periodos de temperaturas elevadas na regido de Pelotas,
RS. Além disso, grande parte destes trabalhos é realizada sob condicdes
controladas e poucos trabalhos demonstram a eficacia destes agentes em condi¢es
de campo, principalmente para patégenos agressivos em culturas que demandam

um grande numero de aplicacdes de agrotoxicos, como no tomate.
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de rizobactérias,
selecionadas para controle de mancha bacteriana e de oidio (NAUE, 2009), na
protecdo de plantas de tomate contra doencas da parte aérea em condi¢cdes de

campo.

3.2 - Material e métodos

3.2.1 — Microrganismos utilizados

As rizobactérias utilizadas (Tabela 1) foram pré-selecionadas como
antagonista contra R. solanacearum (MOURA; ROMEIRO; NEVES, 1998), Xanthomonas
gardneri (ex Sutic) Jones et. al. e oidio, Oidium sp. (NAUE, 2009) e como promotores
de crescimento (DEUNER, 2004). Estes isolados fazem parte da colecdo do

Laboratorio de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas.

Tabela 7. Rizobactérias utilizadas como agentes de controle biol6gico

Isolados Géneros Nicho de isolamento
DFs1296 Streptomyces (Waksman; Henrici) Solo sob cultivo de gramineas
DFs1315 Streptomyces (Waksman; Henrici) Solo sob cultivo de citros
DFsl1414 Bacillus (Cohn) Solo de rizosfera de tomate
DFs1420 Bacillus (Cohn) Solo de rizosfera de tomate
DFs1421 Pseudomonas (Migula) Solo de rizosfera de tomate
DFs1423 Bacillus (Cohn) Solo de rizosfera de tomate

3.2.2 - Microbiolizacdo das sementes

Cada suspencéo bacteriana foi preparada pela adicdo de um volume de

solucdo salina (0,85% NacCl) suficiente para cobrir o crescimento de cada



35

rizobactéria com 24 h de incubacdo em meio 523 de Kado; Heskett (1970). A
concentracdo da suspensado bacteriana foi ajustada para As4=0,50, correspondendo
a aproximadamente 10° unidades formadoras de colénias por mL (ufc.mL™).

Sementes de tomate c.v Super Marmande foram imersas durante 4 h sob
agitacdo e temperatura de 4 °C, em suspensao de cada rizobactéria. A testemunha
constituiu-se de sementes imersas em solucéo salina.

Cinco sementes de tomate microbiolizadas com cada rizobactéria foram
semeadas em copos plasticos de 500 mL contendo substrato agricola Carolina® ndo
esterilizado. Apos germinacéo foi realizado o desbaste, deixando uma planta por

copo e mantido em casa de vegetacdo até o momento de transplante para campo.

3.2.3 - Ensaios em campo

O potencial de biocontrole das rizobactérias em condi¢cdes de campo foi
avaliado em trés ensaios, localizados na estacdo experimental da Embrapa Clima
Temperado, no municipio de Pelotas-RS. Os experimentos foram conduzidos
sempre durante o verdo nos anos agricolas de 2008/2009 e 2010/2011. O primeiro e
o terceiro ensaios foram conduzidos em solo sem adi¢do de fertilizantes. Porém,
devido aos sintomas de deficiéncia mineral exibido pelas plantas no primeiro ensaio,
para o segundo ensaio, foram realizadas as corre¢cdes de adubacéo e calagem do
solo conforme as recomendacdes para cultura, e expectativa de rendimento de 60
toneladas por hectare (CQFS RS/SC, 2004).

As mudas obtidas em casa de vegetacédo, 30 dias apos a semeadura foram
transplantadas para o campo com espacamento 1 m entre linhas e 0,60 m nas
linhas. A irrigacao foi feita por gotejamento a cada dois ou trés dias, mantendo se
umidade do solo proximo a capacidade de campo. Manteve se a éarea livre de
plantas daninhas através de capina manual.

O delineamento constituiu-se em blocos ao acaso, com quatro repeticoes e
guatro plantas Uteis por parcela. Para o primeiro e segundo ensaios, 0s tratamentos
constituiram da microbiolizacdo das sementes com as seis rizobactérias (Tabela 7),
mais dois tratamentos com aplicacdo de fungicida e ativador de plantas, metiram +
piraclostrobina (produto comercial Cabrio Top® 4 g.L™) e acibenzolar-S-metil (Bion
500 WG® 0,05 g.L™), respectivamente.
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No terceiro ensaio foram avaliados os seguintes tratamentos: DFs1423,
DFs1315, DFs1296 microbiolizadas as sementes, pulverizacdo semanal de DFs1296
na parte aérea, fungicida metalaxil + mancozebe (Ridomil Gold MZ® 4 g.L™Y)
alternando com tebuconazol (Folicur PM® 1 g.L™"), e sementes imersas em solucédo
salina.

Os tratamentos com pulverizacédo foliar foram iniciados trés semanas apés o
transplante das plantas para campo, com aplicagcbes semanais, até proximo a
colheita de frutos. Todos os tratamentos com pulverizacbes na parte area e a
testemunha tiveram as plantas originadas de sementes imersas em solucdo salina

apenas, sem microbiolizacdo com rizobactérias.

3.2.4 - Avaliagdes

Os fitopatégenos avaliados ocorreram de forma natural sem inoculagédo
prévia. No primeiro e segundo ensaios foi monitorada a ocorréncia de septoriose e
requeima. A avaliacdo da severidade de Septoria lycopersici foi iniciada aos 55 dias
apos o transplante e realizada a cada sete dias por quatro semanas, usando uma
escala ordinal (0-5) de dano foliar adaptado de Satelis; Boiteux; Reis, 2010: onde, 0
= planta sem sintomas; 1 = lesGes foliares limitadas a terceira parte basal das
plantas, varias lesdes em folhas inferiores, mas sem coalescéncia das lesfes; 2 =
seccdo superior das plantas livres de lesdes foliares, muitas lesbes presentes nas
folhas basais, mas com coalescéncia raras; 3 = topo das plantas livre de lesdes
foliares, muitas lesGes nas folhas basais das plantas, muitas vezes coalescentes; 4 =
seccdo superior das plantas livres de lesbes foliares, muitas lesdes nas folhas
localizadas na por¢cdo mediana das plantas com coalescéncia, mas raramente
ocorrendo 50% da éarea foliar; 5 = topo da planta exibindo varias lesdes foliares,
muitas lesGes sobre as folhas intermediarias e basais com coalescéncia, lesées que
cobrem mais de 50% da area foliar, queda prematura das folhas.

O nivel de severidade de P. infestans foi avaliado apés 65 dias do transplante
e repetido a cada trés dias por duas semanas. A escala de notas utilizada (1-10) foi
descrita por Cohen (1994), onde: 1= folhas sem sintomas; 2= pequenas lesdes
circulares de 1 a 2 mm; 3= até 5% de area foliar com lesdes; 4= 5 a 10% de lesodes;
5= 10 a 25%; 6= 25 a 50%; 7= 50 a 75%; 8= 75 a 85%; 9= 85 a 95%; e 10= 95 a

100% de éarea foliar com requeima.
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No terceiro ensaio, as avaliagdes iniciaram 60 dias apoés transplante, a cada
sete dias durante trés semanas. A severidade foi avaliada pela quantificacdo da
porcentagem de folhas com manchas foliares (ARAUJO; MENEZES, 2009), para as
seguintes doencas: requeima, septoriose, pinta preta e oidio.

A colheita foi realizada de forma escalonada, iniciada aproximadamente 60
dias apos transplante, em intervalos de sete dias. Inicialmente apenas frutos de
tomate de coloragdo vermelha foram colhidos, posteriormente, ao término das
avaliacdes para doencas, frutos verdes e vermelhos foram colhidos. O rendimento

acumulado foi calculado como peso de frutos por parcela.

3.2.5 - Procedimento estatistico

No primeiro e segundo ensaios, com o0s dados de notas obtidos, foi
calculado o indice de severidade de doenca (ISD) para cada parcela (MCKINNEY,
citado por SATELIS; BOITEUX; REIS, 2010), usando a seguinte formula: ISD = [
(nota de severidade x numero de plantas com cada nota) / (nUmero total de plantas

avaliadas x maior nota da escala)] x 100. Os dados de foram transformados para

\We utilizados para andlise de variancia e teste de agrupamento de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

No terceiro ensaio, os dados de severidade foram utilizados para célculo da
area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD), utilizando programa
desenvolvido por Maffia (1995). Os dados de AACPD e producado foram submetidos
a analise de variancia e teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa SASM-Agri (CANTERI et al., 2001).

3.3 - Resultados e discussao

No primeiro ensaio, houve infeccdo natural apenas de Septoria lycopersici
durante o periodo de avaliagdo. No segundo ensaio foi observada a ocorréncia de S.

lycopersici € de P. infestans.
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Os tratamentos com as rizobactérias reduziram a severidade de S. lycopersici,
tanto no primeiro, como no segundo ensaios. Dentre os tratamentos bioldgicos, as
rizobactérias DFs1414 e DFs1421 foram as que apresentaram oS menores valores
de severidade para septoriose (Tabela 8). Para P. infestans 0S tratamentos com as
rizobactérias DFs1420 e DFs1296 foram efetivos.

O tratamento com aplicacdo foliar do indutor quimico acibenzolar-S-metil
(ASM), assim como fungicida, promoveu reducédo significativa na severidade de s.
lycopersici em ambos 0s ensaios e de P. infestans N0 segundo ensaio (Tabela 8). Pode-
se observar que algumas rizobactérias e aplicacéo foliar de ASM para controle s.
lycopersici € P. infestans foram colocados no mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott.
Por outro lado, o tratamento com fungicida formou um grupo isolado (Tabela 8).

Com relacdo a producdo de frutos pode-se observar a formacao de dois
grupos, sendo os tratamentos com as rizobactérias DFs1296, DFs1414 e DFs1423
0S que apresentaram maior producédo, agrupados juntamente com o tratamento com
fungicida, enquanto as demais rizobactérias e ASM tiveram menor producgédo e foram

agrupados com testemunha, tratada com solucéo salina.
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Tabela 8. Efeito da microbiolizacdo de sementes com rizobactérias e aplicacao foliar de
acibenzolar-S-metil (ASM) sobre a severidade de doenca (ISD) da septoriose e requeima

do tomate, em condi¢des de campo. (Ensaio 1 e 2)

Ensaio 1 Ensaio 2
Tratamento S. lycopersici® S. lycopersici P. infestans Producao
(kg/parcela)

Salina 9,51a° 9,31a 9,38a 1,48b
DFs1296 7,8b 6,03c 8,0b 2,62a
DFs1315 7,63b 6,38c 9,28a 2,19b
DFs1414 5,6C 5,85¢C 8,93a 2,6a
DFs1420 8,97a 6,76C 7,65b 1,68b
DFs1421 7,1b 5,26¢ 9,0a 2,05b
DFs1423 7,64b 7,6b 9,14a 2,62a
ASM® 6,9b 6,33c 8,05b 2,1b
Fungicida® 3,54d 3,51d 5,72¢c 3,62a
CV (%) 11,11 12,56 44,66 29,95

'ISD = [Z (nota de severidade x numero de plantas com cada nota) / (nimero total de plantas
avaliadas x maior nota da escala)] x100.

’Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo teste de
agrupamento de Scott-Knott (p = 0,05).

®Acibenzolar-S-metil, produto comercial Bion 500 WG® 0,05 g.L™

*Metiram + piraclostrobina, produto comercial Cabrio Top®4 g.L™

No ensaio 3, infec¢cdes naturais de A. solani, P. infestans, S. lycopersici € Oidium
sp. ocorreram durante o periodo de avaliagdo. Os tratamentos com rizobactérias
foram variaveis quanto a capacidade de reduzir a severidade das doencas. Porém, a

rizobactéria DFs1296, quando aplicado via pulverizacéo foliar foi 0 Unico tratamento
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efetivo em reduzir o progresso de todas as doencas avaliadas, com eficiéncia similar
ao uso de fungicidas (Tabela 9). Por outro lado, somente a rizobactéria DFs1423
nao controlou nenhuma das doencgas avaliadas.

Todos os tratamentos com rizobactérias, exceto DFs1423, proporcionaram
reducdo da severidade da requeima (P. infestans) € da pinta preta (A. solani). Para S.
lycopersici, 0S tratamentos com a rizobactéria DFs1296 aplicada via microbiolizacéao

das sementes ou pulverizagao foliar foram os mais eficazes. Enquanto, para Oidium
sp., apenas aplicacdo na parte aérea de DFs1296 resultou em menor valor AACPD

(Tabela 9).

Tabela 9 - Efeito de rizobactérias sobre progresso de doencas foliares (AACPD) e

producéo de frutos do tomate em condi¢cdes de campo. (Ensaio 3)

Producéo
Tratamento P. infestans A. solani S. lycopersici Oidium sp.
(kg/parcela)
Salina 162,9a" 210,9a 118,1a 223,6a 9,3a
DFs1296A? 73,8b 119,5b 52,5b 20,6b 9,8a
DFs1315 93,2b 164,5b 106,8a 274,7a 8,9a
DFs1423 139%a 304,5a 142,6a 231,9a 8,9a
DFs1296 76,6b 113,3b 77,9b 140,9a 9,1a
Fungicidas® 45,6b 45,6b 13,2b 10,1b 11,1a
CV (%) 32,5 45,9 42,6 66,5 18,3

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo de acordo teste de
agrupamento de médias de Scott-Knott (p = 0,05).

’Rizobactéria DFs1296 aplicado via pulverizacéo foliar.

*Metalaxil + mancozebe (Ridomil Gold Mz® 4 g.L™) alternando com tebuconazol (Folicur PM® 1 g.L™)

AACPD: &rea abaixo da curva do progresso da doenca

Em relacdo a producéo de frutos de tomate, foi observada a formacédo de um
grupo apenas, nao sendo detectada diferenca no rendimento entre os tratamentos

neste ensaio.
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Algumas rizobactérias foram capazes de proteger as plantas contra mais de
um patdégeno, exceto DFs1414, DFs1421 e DFS1423, que foram efetivas somente
para o controle da septoriose. As bactérias mostraram-se estaveis, mantendo-se
efetivas em todos os ensaios em que foram avaliadas para o controle de S. lycopersici
(exceto DFs1420) e DFs1296, para controle de P. infestans. Por outro lado, a pinta
preta e o oidio foram doencas que ocorreram somente em um dos ensaios,
impossibilitando a verificacdo da estabilidade do controle proporcionado por
DFs1296 e DFs1315 em microbiolizagdo das sementes para o controle da primeira
e por pulverizacao foliar de DFs1296, para a segunda.

De modo geral, o isolado de Streptomyces DFs1296 foi efetivo nos trés
ensaios, para 3 das quatro doencas avaliadas, com acréscimo de producdo em
relacdo a testemunha ndo tratada e também ao tratamento com indutor de
resisténcia ASM. Quando este foi aplicado em pulverizacao foliar, houve ampliacédo
do espectro de acdo, controlando as quatro doencas em questdo, embora neste
caso, nao tenha aumento a producéo. Espécies de Streptomyces tém sido relatadas
como agentes de controle biolégico eficaz contra diversos patdégenos (HAMDALI et
al., 2008; CARRER et al., 2009; LI et al., 2011). Varias espécies de Streptomyces tém
sido utilizadas com sucesso em formulacdes para controle de doencas fungicas em
diversas culturas (SIVA; JAMES, 2002; MINUTO et al., 2006).

Sao poucos os trabalhos com uso de rizobactérias para controle da
septoriose, porém, em se tratando de doencas foliares em geral, os dados
apresentados confirmam resultados obtidos na literatura em que espécies de Bacillus
e Pseudomonas foram capazes de controlar patdgenos foliares, inclusive S. lycopersici
(BLUM, 2000; SILVA et al., 2004b; ARAUJO; MENEZES, 2009).

Em trabalho anterior, realizado em casa de vegetacdo, as mesmas
rizobactérias utilizadas neste estudo protegeram as plantas de tomate contra
mancha bacteriana (X. gardneri) € ou oidio (Oidium sp.) (NAUE, 2009), embora tenham
variado de intensidade e estabilidade em funcdo do patégeno desafiador. Em
conjunto com os dados obtidos no presente trabalho, estes resultados estdo de
acordo com os disponiveis na literatura, em que a protecdo das plantas por
rizobactérias pode ocorrer contra multiplos patdgenos (JETIYANON; KLOEPPER,
2002; SILVA et al., 2004a; JETIYANON, 2007), sugerindo assim, que a inducao de

resisténcia sistémica (ISR) pode ser um dos mecanismos determinantes do controle.
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Um dos critérios para que ocorra inducao de resisténcia € a separacéo fisica
entre 0 agente indutor e agente patogénico em estudo, fato ocorrido nos tratamentos
com microbiolizacdo das sementes. Adicionalmente a protecdo ampla alcancada,
tanto pela microbiolizagdo de sementes quanto pela pulverizacdo foliar com a
rizobactéria DFs1296, sugere que esta possa agir por inducdo de resisténcia, uma
vez que a inespecificidade de controle € outro critério relacionado a ocorréncia da
inducgéo de resisténcia (SCHONBECK; STEINER; KRASKA, 1993).

Por outro lado n&o se descarta a possibilidade da ocorréncia de mecanismos
de antagonismo direto, pois segundo Yan et al. (2002), apesar da aplicacdo das
rizobactérias através das sementes, estas podem atingir a parte aérea e induzir
diversas interacdes na superficie foliar. Esta possibilidade ganha peso quando se
sabe que dentre as rizobactérias utilizadas no presente trabalho, todas
apresentaram atividade antifingica, mediada por compostos volateis ou néo
(DEUNER, 2004; NAUE, 2009) e antibacteriana por compostos ndo volateis, exceto
DFs1296 e DFS1421 (DEUNER, 2004)

Entretanto, Van Loon; Bakker; Pieterse (1998) advertem que a protecao de
plantas contra patdgenos apenas com base em agentes de biocontrole ainda nao é
viavel e que agentes de biocontrole raramente apresentam a mesma eficacia de
produtos quimicos, principalmente contra patégenos agressivos como P. infestans,
sendo que o uso combinado de controle bioldgico e produtos quimicos pode ser uma
medida de controle que traz equilibrio e eficiéncia. Este fato foi observado em
trabalho em que o uso de uma rizobactéria, isolado ‘UFV-101" de Bacillus cereus
Frankland; Frankland promoveu o controle de doencas de tomateiro em condicdes
de campo e 0 seu uso em conjunto com clorotalonil permitiu reduzir o nimero de
aplicacdes do fungicida pela metade, ao longo de 90 dias (SILVA et al., 2004b).

A diferenca observada dos tratamentos com rizobactérias em relacdo aos
fungicidas pode estar relacionada a alguns fatores como a auséncia de uma
formulacdo que proteja o antagonista quando dispensado via semente. Apés a
semeadura, 0 microrganismo necessita estabelecer-se e competir com outros
organismos existentes no solo, além de ter que se adaptar a uma nova condigdo
ambiental (LUCY; REED; GLICK, 2004). Também ndo se conhece exatamente quais
0S mecanismos de controle que estdo envolvidos, ndo sendo possivel potencializa-

los.
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Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que estas rizobactérias
sdo promissores agentes de biocontrole de doencas foliares do tomateiro, tendo a
mesma eficacia do indutor quimico ASM, com vantagem adicional de poder
incrementar a producdo. No entanto, para que futuramente se tenha a possibilidade
de desenvolver produtos a partir destas rizobactérias, estudos devem ser realizados
tais como formulacbes, doses e concentracdo adequada de cada rizobactéria,

intervalos de aplicacdes, sobrevivéncia destas rizobactérias no solo e no filoplano.

3.4 - Conclusodes

A microbiolizacdo de sementes com as rizobactérias DFs1414 (Bacillus sp.),
DFs1421 (Pseudomonas Sp.) e DFs1296 (Streptomyces Sp.) proporcionam protecao
estavel e efetiva de plantas de tomate em campo contra Septoria lycopersici.

DFs1296 (Streptomyces Sp.) microbiolizada as sementes ou via pulverizacao
foliar resulta em controle eficiente e estavel da requeima em condicbes de campo.

DFs1296 (Streptomyces Sp.) microbiolizada as sementes ou via pulverizagao
foliar resulta em amplo espectro de controle de doencas foliares em condi¢des de
campo.

A utilizacdo de rizobactérias para o controle de doencas foliares do tomate
pode alcancar efeito semelhante a aplicacdo de produtos quimicos registrados para

0 controle destas.



4 — Conclusao

Rizobactérias previamente selecionadas, para controle da mancha
bacteriana e oidio, possuem acdo contra um amplo espectro de patdégenos,
conferindo protecdo contra R. solanacearum € F. oxysporum f. Sp. lycopersici em casa de
vegetacao e contra S. lycopersici € P. infestans em condicfes de campo. O antagonismo
pela producdo de enzimas quitinases e compostos volateis parece ser um
mecanismo importante neste controle, porém € possivel que estas rizobactérias

possam atuar por outros mecanismos como inducao de resisténcia sistémica.
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