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RESUMO

SILVA, Juliana Resende Campos. Bactérias endofiticas no controle da
mancha (Xanthomonas vesicatoria) e pinta (Pseudomonas syringae pv.
tomato) bacterianas do tomateiro. 2004. 160 p. Dissertagdo (Mestrado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*

Cingfienta ¢ trés isolados bacterianos endofiticos foram obtidos a partir de folhas
¢ hastes de tomateiro e pimentdo, sendo a maioria gram positivos. O género
Bacillus, com 9 espécies foi 0 mais abundante, predominando a espécic B.
pumilus. Em 45 isolados trabalhados, foram identificadas as seguintes espécies,
por meio da andlise de acidos graxos: Acinetobacter johnsonnii, Bacillus
amyloliquefaciens, B. cereus, B. megaterium, B. marinus, B. mycoides, B.
pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, Curtobacterium luteum, Kocuria kristine,
Microbacterium liquefaciens, Paenibacillus macerans, Pseudomonas putida e
Staphylococcus aureus. Todos os isolados obtidos foram sclecionados em
diversos ensaios em casa de vegetagdo, quanto a eficiéncia na redugdo da
severidade da mancha e pinta bacteriana do tomateiro. B. pumilus, B.
amyloliquefaciens, B. megaterium, PIM 11 (espécie ndo identificada) ¢ P.
gordonae foram os mais eficazes na redugio da severidade da mancha
bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) (Xv). Ja os mais eficazes na redugio da
sevenidade da pinta bacteriana foram: Acinetobacter johsonnii, B. pumilus, P.
macerans, PIM 11 (espécic ndo identificada), B. sphaericus, B.
amyloliquefaciens, TOM 2 (espécie niio identificada), TOM 24 (espécie ndo
identificada) ¢ Staphylococcus aureus. Estudos in vitro demonstraram a
capacidade de B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. megaterium ¢ A.
Johnsonnii em inibir o crescimento de Ralstonia solanacearum, Pseudomonas
syringae pv tomato ¢ de Xv. P. gordonae. B. amyloliquefaciens ¢ B. pumilus
reduziram a severidade da mancha bacteriana do tomateiro ¢ aumentaram a
produgdo de tomateiros no campo, comparados & testemunha. Tomateiros no
campo inoculados com B. amyloliquefaciens obtiveram a maior produgdo. Ja as
plantzas tratadas com ASM, isoladamente ou associado a fungicidas ou bactérias
endofiticas, tiveram redugio da produgdo quando comparadas com aquelas que
receberam aplicagdes isoladas.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza ~ UFLA (Orientador) e Edson
Ampélio Pozza - UFLA



ABSTRACT

SILVA, Juliana Resende Campos. Endophytic bacteria control of bacterial
spot (Xanthomonas vesicatoria) and bacterial speck (Pseudomonas syringae
pv. tomato) of tomato. 2004. 160 p. Dissertation (Master Program in
Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

Fifty three isolates of endophytic bacteria were obtainned from leaves and stems
of tomato and pepper. Most of them were positive gram. The genus Bacillus
with nine species was the most prevalent, predominating the B. pumilus.Among
45 isolates, were identified the following species through fatty acid analyses:
Acinetobacter johnsonnii. Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus. B. megaterium,
B. marinus, B. mycoides, B. pumilus, B. sphaericus. B. subtilis, Curtobacterium
luteum, Kocuria kristine, Microbacterium liquefaciens, Paenibacillus macerans.
Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus. All the obtained isolates were
screened, in several assays in greenhouse, on the efficiency of reducing the
severity of bacterial spot and speck of tomato. B. pumilus, B. amyloliquefaciens,
B. megaterium, PIM 11 (non identified species) and P. gordonae were among
the most efficient on reducing the severity of bacterial spot (Xanthomonas
vesicatoria) (Xv). But the most efficient on reducing the severity of bacterial
speck were: Acinetobacter johsonnii, B. pumilus, P. macerans, PIM 11 (non
identified specics), B. sphaericus, B. amyloliquefaciens, TOM 2 (non identified
species), TOM 24 (non identified species) and Staphylococcus aureus. In vitro
studies demonstrated the capacity of B. subilis, B. amyloliquefaciens, B.
pumilus, B. megaterium and A. johnsonnii to inhibit the growth of Ralsionia
solanacearum, Pseudomonas syringae pv tomato and Xv. P. gordonae, B.
amyloliquefaciens and B. pumilus reduced the severity of bacterial spot and
increased yield of tomato in field compared to control. Tomato in field
inoculated with B. amyloliguefaciens had the highest yield. Plantas treated only
with ASM or associated with fungicides or endophytic bacteria had reduced
yield when compared to those which received separated applications.

* Guindance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Edson Ampélio Pozza - UFLA
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CAPITULO 1

BACTERIAS ENDOFITICAS NO CONTROLE DA MANCHA
(Xanthomonas vesicatoria) E DA PINT A (Pseudomonas syringae pv.
tomato) BACTERIANAS DO TOMATEIRO



1 INTRODUCAO GERAL

As bacterioses do tomateiro, mancha ¢ pinta bacterianas causadas por
Xanthomonas vesicatoria (Xv) e Pseudomonas syringae pv tomato (Pst) ,
respectivamente, reduzem a produtividade pela destruigdo do tecido foliar e pela
queda de frutos em formacdo. Além disso, comprometem a qualidade e o valor
comercial dos frutos (Lopes & Santos, 1994). Em relag@o a mancha bacteriana,
perdas significativas ocorrem quando a doenga incide nos viveiros, ou quando o
ciclo da cultura coincide com periodos chuvosos (Kimura & Carmo, 1996;
Moura & Oliveira, 1996). J4 a pinta bacteriana tem sido uma das principais
doengas sob condicdes de baixa temperatura ¢ alta umidade, podendo cansar
perdas de até 30% na produggo (Silva & Lopes, 1995). A diagnose no campo é
facilitada pela sintomatologia especifica para cada uma delas (Lopes &
Quezado-Soares, 1997, Jones, 1993; Robbs, 1985).

No controle dessas doengas bacterianas existem poucos produtos
quimicos disponiveis para pulverizagdo. Nesse caso, sdo usados apenas alguns
poucos antibioticos, além de outros produtos de ag@o bactericida ou de indugdo
de resisténcia. Contudo, a tendéncia, na agricultura atual, é utilizarem-se
produtos de baixa toxicidade. Uma nova opgio no controle de fitobactérias tem
sido o biolégico, o qual vem recebendo bastante atengdo por se tratar de um
método natural, que ocorre com freqiiéncia na natureza sem causar impactos ao
meio ambiente e nem efeitos toxicologicos, surgindo como importante método
de controle.

Alguns trabalhos tém sido feitos com bactérias endofiticas, as quais tém
se mostrado agentes cficientes de controle em patossistemas como X. campestris
pv oryzae em arroz, X. campestris pv citri em citros, Clavibacter michiganensis

subsp. sepedonicus e Erwinia carotovora subsp. atroseptica em batata, X.



campestris pv campestris em repolho e Ralstonia solanacearum em tomate (van
Buren et al,, 1993; Assis et al., 1998; Sturtz & Matheson, 1996; Barreti, 2001).
Segundo relatos de Colin & Chafik (1986), aplicagées semanais de suspensdo de
células de dois isolados de Pseudomonas fluorescens controlaram Psr em tomate
com igual eficiéncia ao tratamento com fungicidas ciipricos. Foi observada ainda
a ocorréncia de leve efeito residual, o que pode ser explicado pela capacidade
das bactérias de manter populagio epifitica residual nas folhas de tomate.

Campos et al. (2002) conseguiram controle da mancha bacteriana do
tomateiro ¢ promog¢do do crescimento das plantas com 5 isolados de bactérias
endofiticas. Dois isolados controlaram também a pinta bacteriana e promoveram
o crescimento das plantas (Campos et al, 2002), sendo considerados
promissores para o controle de ambas as bacterioses do tomateiro. Carrer Filho
et al. (2002) ¢ Halfeld-Veira et al. (2002) obtiveram controle eficiente dessas
bacterioses do tomateiro com a utilizagdo de um isolado de actinomiceto (RD-
01), em casa de vegetagdo e com a utilizacdo do isolado bacteriano UFV-IEA6
do filoplano. Silva et al. (2001) obtiveram alguns isolados de rizobactérias com
aparente atividade de inducdo de resisténcia sistémica a Pst, dada a separagdo
espacial entre os antagonistas € o patogeno. Halfeld-Vieira et al. (2001)
conseguiram bom controle da pinta bacteriana com 3 isolados de bactérias do
filoplano do tomateiro.

Como sdo escassas as pesquisas relativas ao controle biologico da
mancha e pinta bacteriana do tomateiro, a busca por isolados bacterianos
endofiticos continua, com o objetivo de sc obter agentes potenciais eficazes no
controle dessas enfermidades. Desta forma, objetivou-se, neste trabalho, isolar,
identificar e testar o efeito de isolados endofiticos no controle da mancha e da
pinta bacteriana do tomateiro, em casa de vegetagdo ¢ em campo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mancha e pinta bacterianas do tomateiro

O mimero de bacterioses de plantas ¢ relativamente pequeno em relagio
as doencas causadas por fungos e por virus. Esta proporgdo, entretanto, é
diferente quando se¢ comparam as perdas provocadas por este grupo de
patogenos. A mancha e a pinta bacteriana causadas por Xanthomonas
vesicatoria (Xv) (ex Doidge 1920) Vauterin et al. (1995) (= Xanthomonas
campestris pv vesicatoria) e pela Pseudomonas syringae pv tomato (Pst) (Okabe
1933) Young, Dye & Wilkic (1978), respectivamente, sio doengas
economicamente importantes para o tomateiro, em condigées ambiente propicias
para a infeccdo, exigindo medidas de controle em dreas infestadas (Lopes,
2001).

A mancha, ou pistula bacteriana, foi observada pela primeira vez no
Brasil em 1951 (Kimura & Carmo, 1996). Atualmente, é considerada uma das
doengas bacterianas mais difindidas no pais, sendo encontrada praticamente em
todas as regiGes produtoras de tomate. No Brasil, ndo existem informacdes dos
prejuizos advindos desta doenga, porém, tém-se observado, freqiientemente,
perdas significativas quando ela incide em viveiros ou quando o ciclo da cultura
coincide com periodos chuvosos (Kimura & Cammo, 1996; Moura & Oliveira,
1996). A pinta bacteriana foi descrita no Brasil por volta de 1959 (Tokeshi &
Carvalho, 1980). Atualmente, tem sido uma das principais doengas sob
condi¢Ses de baixa temperatura e alta umidade, podendo causar perdas na
producdo de até 30% (Silva & Lopes, 1995).



A disseminagio dessas bactérias pode ser por meio de sementes, sendo
esta a forma de disseminagdo a longas distincias ¢ a principal fonte de inoculo
primario. Na cultura, o patégeno pode ser disseminado por respingos de chuva e
pela dgua de imrigagdo, maquinarias ¢ priticas de manejo usuais em viveiros,
como desbaste e repicagem, especialmente quando a folhagem esta imida. Estas
bactérias podem sobreviver em restos de cultura e como residentes na rizosfera,
0 que assegura a sua permanéncia no campo, mesmo na auséncia da cultura,
constituindo também outra forma de iroculo primario (Jomes, 1993). A
penetragdo dessas bactérias no tecido hospedeiro se da pelos estdmatos,
hidatddios e fertmentos ocastonados pelos tratos culturais (Moura & Oliveira,
1996). O processo de infecgdio da mancha bacteriana em tomate é favorecido
pela presenga de umidade elevada (95%-100%) e temperaturas entre 22°C e
32°C (Kimura & Carmo, 1996), enquanto que a pinta bacteriana ¢ favorecida por
temperaturas mais amenas (abaixo de 24°C) (Moura & Oliveira, 1596).

A sintomatologia dessas bacterioses constitui importante método
diagnostico. A mancha bacteriana ataca todos os érgdos da parte aérea da planta.
No tomateiro, n3o provoca queda das folhas, mas causa manchas encharcadas,
de formato e tamanho pouco definidos, que se tornam amarronzadas quando os
tecidos ficam necrosados e, coalescidas, promovem secamento da folhagem a
partir das folhas baixeiras da planta. O ataque durante a floragéio causa queda de
flores, resultando na redugio da produgdo. Nos frutos, as lesGes ocorem em
qualquer ponto, inicialmente apresentando-se como pequenas manchas umido-
aquosas ¢ escuras. Com o desenvolvimento da doenga, as lesGes aumentam em
tamanho, os bordos se tomam ligeiramente elevados ¢ a superficie corticosa,
irregular ¢ com centro deprimido. Com a destruigdo da folhagem, é comum
aparecerem sintomas de queimadura de sol nos frutos, principalmente em tomate
para processamento industrial (Lopes & Quezado-Soares, 1997).



Os sintomas da pinta bacteriana sfo caracterizados por lesdes circulares
nos foliolos de coloragio marrom-escura & negra, apresentando halo amarelado
estreito nos estadios mais avan¢ados. As manchas podem coalescer tomando
grandes areas (Jones, 1993). Os sintomas mais caracteristicos aparecem nos
frutos ainda verdes, sob forma de pequenas manchas pretas, facilmente
destacaveis da casca por serem ligeiramente elevadas (Robbs, 1985). Nos caules,
peciolos, pedimculos, pedicelos € sépalas, as leses podem se apresentar
alongadas, mas sempre de coloragdo escura (Lopes & Santos, 1994).

Grande variabilidade em termos de patogenicidlade em hospedeiros
ocorre nas espécies de Xanthomonas e em Pseudomonas syringae. Pseudomonas
syringae ataca diversos hospedeiros (Gitaitis & Jones, 1992). No tomate recebe

o nome de P. syringae pv tomato.

22 Métodos gerais de controle da piistula e da pinta bacterianas do
tomateiro

O progresso de doengas bacterianas de parte aérea apresenta algumas
particularidades distintas em relag@o as doengas fingicas. As bactérias podem se
desenvolver como residentes em folhas de plantas hospedeiras e se multiplicar
sob condigdes de baixa umidade ou ambiente desfavorivel, porém sem causar
sintomas aparentes da doenga. As epidemias s6 ocorrem quando as condigdes do
ambiente tornam-se favoraveis (Bashan et al., 1982).

A redugdo dos prejuizos causados envolvera sempre a aplicagido de reais
métodos de controle, dentro do conceito de manejo integrado (Lopes, 2001). No
caso das enfermidades pinta ¢ mancha bacteriana do tomateiro, os métodos de
controle podem ser agrupados em: 1) controle cultural, 2) resisténcia genética, 3)
controle quimico ¢ 4) controle biolégico.



2.2.1 Medidas de controle cultural

As medidas de controle cultural visam basicamente evitar a entrada do
patogeno na area e, quando ja presente, impedir que ele encontre condigdes
favoraveis de infec¢éio, multiplicagdo e disseminagdo. Essas medidas podem ser
auxiliares ou fundamentais, ou mesmo imprescindiveis ao controle dessas
fitobacterioses (Lopes, 2000).

2.2.1.1 Tratamento de sementes e uso de mudas sadias

Como tratam-se de bacterioses transmitidas por sementes, uma das
medidas mais cficientes para seus controles ¢ a redugéio ou eliminag¢do do
inéculo inicial veiculado pelas sementes e mudas, nas quais as bactérias
sobrevivem protegidas durante o periodo inadequado a epifitias (doengas), além
de constituir em inéculo para as plintulas ¢ serem disseminadas a longas
distancias (Lopes & Quezado-Soares, 2000). Dados obtidos por McCarter et al.
(1983) sugerem que sementes e plantas daninhas hospedeiras sdo,
provavelmente, fontes de inéculo primario de Pst em tomateiros no campo. A
sobrevivéncia de Pst, tanto no solo como em restos culturais, € quase improvavel
em condi¢bes de temperaturas elevadas do solo, como as do Sul da Geérgia
(EUA), mas ¢ possivel ocorrer quando em temperaturas mais baixas.

A transmissdo eficiente do patégeno por sementes permite que estirpes
mais virulentas e cada vez mais resistentes a antibidticos sejam disseminadas a
longas distancias. Assim, é necessdrio o uso de sementes sadias ou com niveis

bem proximos de zero, uma vez tratarem-se de doengas tipicamente policiclicas,



capazes de compensar rapidamente pequenas redugdes na quantidade inicial de
inoculo, quando as condigdes sdo favoraveis. E ainda importante ressaltar que,
em sementeiras € ou viveiros, efetuam-se desbastes, repicagens ¢ urigagdes
freqiientes, praticas estas extremamente eficientes em promover a disseminagio
da mancha ¢ pinta bacteriana, especialmente quando a folhagem estd umida
(Pohronezny et al., 1950). Assim, ocorre a formagdo de focos secundirios bem
no inicio das epidemias em viveiros estabelecidos com scmentes contaminadas.

Entre os métodos de tratamento de sementes descritos na literatura, a
termoterapia ¢ um dos mais citados para a emradicagdo de fitobactérias
localizadas interna ou extemamente as sementes (Zambolim et al., 1997). Assim,
as sementes suspeitas de contaminagdo por Xv e Pst podem ser tratadas pela
imers3o em agua quente a 50°C/20min e 48-50°C/60min, respectivamente. No
caso da Pst do tomateiro, nfio hi erradicacdo total do patdgeno, havendo a
necessidade de um tratamento adicional com estreptomicina antes do plantio.
Também pode-se realizar a imersdo em acido cloridrico a 5%/5h (Maringoni et
al, 1994) ou em hipoclorito de sodio a 1,1% de cloro ativo/l5minutos. O
tratamento térmico também pode ser realizado via calor seco, em estufa de
circulagdo forgada de ar, & temperatura de 70°C por 96h para sementes de
tomate (Silva et al., 2002) no controle da Xv.

2.2.1.2 Manejo da dgua

Para as bactérias causadoras de lesdes foliares, como Pst ¢ Xv, a alta
umidade relativa ¢ a presenga de dgua livre sdo essenciais para a penetragdo e
infecgdo. Isso proque estas condigdes afetam a abertura e o fechamento dos
cstomatos, promovem a congestio de dgua nas cimaras subestomaticas, a
exsudag@o bacteriana, a sobrevivéncia das células bacterianas na superficie das



folhas, a formagdo de fluido intercelular ¢ a subseqiiente dispersio das bactérias
pelos tecidos (Goto, 1992). Além disso, a dgua livre também favorece a infecgiio
secundaria em plantas sadias sob condigSes de campo (Diab et al., 1982). Por
outro lado, longos periocdos de baixa umidade relativa, pouca chuva e estagdes
secas, especialmente quando acompanhadas de alta temperatura, retardam o
desenvolvimento da doenga (Rotem, 1981). Esses fatores ambientais, dentro do
ciclo de vida dessas bacterias, vio afetar o processo de multiplicagdo e
disseminagio.

Diab et al. (1982) observaram que periodos curtos de alta umidade
relativa apos a immigacdo por aspersdo ou chuva podem ser suficientes para que
ocorra a penetracdo da Xv em pimentido. Uma vez no interior do tecido, a baixa
umidade relativa do ar, como observado em Israel, ndo previne o
desenvolvimento da doenga. Portanto, tais fatores ambientais sdo essenciais ao
sucesso na penetragdo do patogeno. O ataque da Xv no pimentdo ¢ mais severo
em campos com irrigagdo por aspersdo do que por gotejamento. Assim, caso ndo
seja possivel a substituicio do método de imigagdo por aspersio para o
gotejamento, recomenda-se aumentar a limina de dgua e reduzir a freqdéncia de
aplicacdo.

Portanto, o manejo da dgua afetard sempre uma ou mais fases do ciclo
das relagdes Xv e Pst nos seus hospedeiros.

2.2.1.3 Rotagiio de culturas

Este método evita a sobrevivéncia do patdgeno no solo diminuindo ou
eliminando o indculo inicial, essencial aos novos ciclos da doenga na plantagdo
recentemente implementada. Segundo Lopes & Quezado-Soares (2000), o



plantio de gramineas na drea em rotagdo possibilitou o cultivo posterior do
tomate sem a incidéncia da Xv ou Pst. Contudo, o plantio de tomate, ou o
desenvolvimento de plantas daninhas da familia Solanaceae na area em rotagdo
possibilitou a manutengdo do inoculo da Xv e Pst em populacGes epifiticas na
folhagem para o préximo plantio.

Embora a drea submetida a rotagdo possa estar livre de bacterioses,
plantacbes adjacentes podem estar infecladas ¢ reintroduzi-las na drea. A
disseminagd@o da Pst ¢ Xv de plantas mais velhas para as mais novas ocorre em
plantios sucessivos de tomate em édreas proximas da submetida a rotagio
promovendo a reinfestacdo (Lopes & Quezado-Soares, 2000).

2.2.1.4 Tratos culturais

Como desbrotas, amarrios e pulverizagdes sdo comuns em hortalicas ¢
conduzem a ferimentos na planta, constiuindo portas de entrada dessas
bactérias. Pohronezny et al. (1990) demonstraram que Xv pode ser transmitida
realmente de planta para planta nos campos de tomate durante as operagoes
rotineiras de desbaste. Assim, estudando métodos para diminuir tal
disseminagdo, esses autores observaram redugdo drastica da incidéncia da
mancha bacteriana quando providone-iodine ou etanol 70% foram utilizados na
lavagem das méos dos trabalhadores rurais envolvidos nessas operagoes e que 0
potencial de dispersdo da mancha bacteriana foi aumentado grandemente quando
a desbrota foi realizada em plantas timidas. Recomendou-se, portanto, esperar a
diminui¢do da umidade na superficie das plantas antes das operagdes rotineiras
de desbrota e amarrio. Os autores observaram também que a incidéncia desta
doenga foi significativamente menor quando o desbaste foi evitado. Assim, um
método preciso de plantio de uma ou duas sementes por cova assegurou um
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stand ideal eliminando a necessidade do desbaste. Em adigdo, Getz et al. (1983)
observaram que pequenos ferimentos, como aqueles ocasionados pela quebra de
tricomas durante a desbrota, sio importantes portas de entrada do patogeno.

No campo, o simples ordenamento dos trabalhos, como iniciar os tratos
culturais pelo talhdo sadio seguindo-se pelo infectado, atrasa ou mesmo evita a
disseminagdo da docnga para as plantas sadias (Pohronezny et al., 1990).

Outra forma de disseminagdo dessas bacterioses seria por meio de
ventos fortes, os quais promovem injurias nas folhas ¢ demais drgdos das plantas
pela agitacZo e atrito constantes e favorecendo a abrasdo desses pelas particulas
de solo e areia carreadas pelo vento (Pohronezmy et al., 1992), além de
transportar goticulas de agua contendo células bacterianas. Os microferimentos
causados sdo vias potencias de infec¢do, quando associados a dgua livre, sendo
comum a ocoméncia de epidemias bacterianas severas, poucos dias apds chuvas
acompanhadas por fortes ventos (Goto, 1992).

Em resumo, medidas fitossanitirias, como uso de sementes tratadas e
plantulas sadias, imigagdo por gotejamento (Moss et al., 1987) e reducdo da
disseminagdo mecinica destas fitobactérias durante o desbaste e outras
operagbes manuais, usadas em conjunto, minimizam a severidade das doencas
causadas por Pst e Xv ou até mesmo sua introdugao no campo de plantio.

2.22 Resisténcia genética

O plantio de cultivar resistente constitui 0 método mais econémico para
se controlar Pst ¢ Xv em tomate. No caso da pinta bacteriana do tomateiro, a
resisténcia ¢ total, do tipo monogénica, conferida por um unico par de gene
denominado Pto, fazendo com que o produtor ndo tenha que se preocupar com
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nenhuma outra forma de controle. A resisténcia conferida por este gene tem se
mostrado estavel. Silva & Lopes (1993), citados por Lopes (2000), realizaram
levantamentos com 189 isolados de Pst ¢ observaram que ndo houve quebra de
resisténcia. Para a mancha bacteriana em tomateiro, a resisténcia maxima até
hoje conseguida tem sido apenas parcial, portanto, somente auxiliar, requerendo
medidas de controle adicionais (Lopes, 2000).

No Brasil nfio existem cultivares de tomate, hibridas on nfio, com alto
nivel de resisténcia & mancha bacleriana. As cultivares brasileiras para
processamento industrial Agrocica 30, Agrocica 7 ¢ Agrocica 8 apresentaram o
menor nivel de doengas em Sio Paulo. Dentre as cultivares de tomate de mesa
nenhuma delas pode ser considerada resistente (Baldini & Kurozawa, 1990).

2.2.3 Controle Quimico

Em geral sdo feitas pulverizagSes ou tratamento de material propagativo
com antibiéticos ou com fungicidas 4 base de cobre visando retardar ou erradicar
infecgSes. O éxito ou fracasso desse controle estara em funcgiio da eficicia dos
principios ativos ou de doses aplicadas, cuidados na aplicagdo, épocas de
tratamento e, principalmente, & sensibilidade ou resisténcia das populagdes do
patogeno aos produtos empregados (Kimura & Carmo, 1996).

Marco & Stall (1983) observaram a ineficicia do cobre no
controle da mancha bacteriana do tomateiro e relataram, pela primeira vez, a
resisténcia dessa bacténia a esse bactericida. Silva & Lopes (1995) constataram a
presenca de populaghes resistentes de Pst em campos de tomate para
processamento industrial, pulverizado ou ndo com fungicidas cipricos.
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Pemezny & Collins (1997) concluiram que certas areas, como gemas ¢
flores, funcionam como reservatorios de indculo por apresentarem ambiente
mais umido, garantindo sua multiplicagfio ¢ protegerem as células bacterianas de
altos niveis de luz ultravioleta e, principalmente, das doses letais dos
bactericidas aplicados. Dessa forma, células bacterianas escapam da agdo danosa
de quimicos e de radiagSes ¢ atuam como indculo potencial, pronto para iniciar a
doenga, quando ocomrerem condigdes propicias. Outro fator freqiientemente
citado como responsavel pela baixa eficiéncia no controle com produtos a base
de cobre é a ocorréncia de estirpes resistentes ao produto. Aguiar et al. (2000)
constataram, em cultivos de tomate em varios municipios do Rio de Janeiro,
isolados de Xv resistentes a doses de 28 até 1800 mg/ml de Cu™. Silva & Lopes
(1995) ndo obtiveram controle quimico efetivo de uma estirpe de Pst resistente
ao cobre afetando o tomateiro. Assim, Carmo et al. (2001) confirmaram ser
bastante variavel e, na maioria das vezes, ndo eficiente, 0 controle quimico da
mancha bacteriana do tomateiro utilizando-se fungicidas cipricos.

Goto et al. (1993) relataram sobrevivéncia de fitobactérias superior em
folhas apresentando injirias. Muito provavelmente, tal fato se deve ao aumento
de sitios de infecg#o pela bactéria, uma vez que injirias tém papel importante na
epidemiologia da doenga (Canmo et al., 1996a; 1996b). Por outro lado, chuvas
freqiientes ¢ irrigages por aspersio contribuem para a lavagem de residuos dos
produtos, reduzindo sua concentragio, a0 mesmo tempo em que OcCofrem
condiges propicias a infecgdo (Carmo et al., 2001).

As possiveis causas da inconstincia da eficiéncia do controle quimico
com oxicloreto de cobre podem ser devido a fatores como: desenvolvimento de
variantes resistentes ao longo do periodo de pulverizagies provocado pela
repetida lavagem do produto e exposi¢Zo a subdosagens; local de aplicacdo do
produto e, conseqiientemente, maior ou menor lavagem; a propria lavagem do
produto pelas chuvas ou irrigagGes, mais intensas exatamente nos periodos mais
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propicios a epidemias. quando ocorre maior disseminagdo do patogeno ¢
aumento de sua multiplicagdo (Carmo et al., 2001).

Xanthomonas vesicatoria pode adquirir resisténcia a antibioticos.
O’Garro (1998) encontrou 62% dos isolados obtidos em Sdo Cristofer ¢ Grenada
e 62.8% a 83,6% daqueles de Antigua e Santa Lucia no Caribe resistentes a

estreptomicina.

Os estudos de controle quimico da pinta bacteriana sdo recentes. De
acordo com Jardine & Stephens (1987a,b). estreptomicina forneceu controle
significativo da pinta bacteriana, reduzindo em 39% a doenga, quando aplicada
24 a 48 horas antes da inoculagdo, em casa de vegetagdo, enquanto
oxitetraciclina reduziu em 25%. Entretanto, o nivel da doenga ainda foi elevado,
nao apresentando assim um controle eficiente. Estes mesmos autores indicam
que a eficacia dos fungicidas cupricos ¢ dos antibioticos esta relacionada as
condigoes ambientais, s6 havendo protegdo significativa quando essas condigdes

ndo sdo favordveis ao desenvolvimento da doenca.

Conlin & McCarter (1983) ¢ Marco & Stall (1983) relataram que
mesmo isolados de bactérias sensiveis ao cobre ndo sdo eficazmente controlados
com pulverizagdes cupricas. Isso ocorre devido ao fato dos ions de cobre
poderem sc ligar a muitas substancias organicas na superficic das plantas,
tornando-se ndo toxico as bactérias nesta forma (Menkissoglu & Lindow, 1988).

Silva & Lopes (1995) observaram alta populagdo epifitica dec Pst em
cultivares suscetiveis, mesmo quando estas receberam tratamento quimico, com
produtos a base de cobre ¢ ou antibidticos. Entretanto, mesmo em baixas
populagdes e ndo causando doenga na cultivar resistente, a populagdo epifitica
presente nesta cultivar pode funcionar como indculo primdrio para campos de
cultivares suscetiveis mais novos, em dreas circunvizinhas, provocando inicio da

epidemia sob condig¢des favoraveis ao descnvolvimento da doenga.
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Atengdo especial deve ser dada a pesquisa com produtos quimicos, em
busca de novos produtos, ou planejamento de aplicac3es dos mesmos, visto que
antibiéticos e fungicidas ciipricos niio estdo sendo eficazes no controle de
populacdes epifiticas das bactérias em questdo e nem na doenga jé estabelecida.
Pequeno retomo ao investimento sobre o controle da mancha bacteriana com
fungicidas protetores tem sido conseguido (Pemezny et al., 1996). Assim,
medidas de cariter preventivo, como o uso de sementes sadias ou submetidas a
tratamentos eficientes associado a priticas como rotagdo com gramineas €
plantio distantes de lavouras mais velhas, além do manejo adequado de
irrigagdo, complementadas com pulverizages com cupricos, séo, hoje, as mais
adequadas ao controle da Xv ¢ Pst do tomate e pimentiio (Lopes et al., 1994).

2.2.4 Controle biolégico

As bactérias envolvidas no controle biologico podem ou ndo associar-s¢
as plantas e agem de diversas formas.

2.2.4.1 Indugdo de resisténcia como medida de controle de fitobacterioses

A indugio de resisténcia torna-se uma ferramenta fundamental para o
manejo de doengas, pois os indutores podem ser usados em programas de
aplicagdo de defensivos agricolas visando & redugéio no mimero de aplicagdes e
ou na dosagem destes.

A indugao de protegdo de plantas contra varios patogenos por agentes
bioticos e abioticos é relatada desde a década de 1930, quando Chester (1933)
propds o termo acquired physiological immunity (imunidade fisioldgica
adquirida). Desde entdo, varios termos tém sido utilizados para descrever o
fenomeno de indugdo de resisténcia tais como systemic acquired resistance
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(resisténcia sistémica adquirida — SAR) (Ross, 1961), translocated resistance
(resisténcia translocavel) (Hurbert & Helton, 1967) ¢ plant immunization
(imunizag¢do de plantas) (Tuzun & Kuc, 1991).

A resisténcia induzida ¢ definida como o aumento da capacidade de
defesa da planta contra um amplo espectro de patégenos que ¢ adquirida depois
de uma estimulagdo, pois o resultado da resisténcia deve-se a um agente indutor
que esta presente antes da infecgdo ¢ ¢ chamado de induced systemic resistance
(ISR) ou systemic acquired resistance (SAR) (Hammerschmidt & Kuc, 1995).

A resisténcia induzida pode ser ativada por meio do tratamento com
agentes bidticos (microrganismos viaveis ou inativos) ou abioticos (agentes
quimicos) (van Loon et al., 1998a), no qual os mecanismos de defesa sao
ativados ndo apenas no sitio de indugdo como também em outros locais
distantes, de forma mais ou menos generalizada (Sticher et al., 1997).

Em trabalhos publicados antes de 2001, ISR ¢ SAR foram considerados
fendmenos distintos devido a indugdo e desencadeamento destes mecanismos.
Entretanto, os resultados fenotipicos finais sdo os mesmos, inducdo de
resisténcia sistémica. Pieterse et al. (1998) ¢ van Loon (1997) relataram que
SAR envolve o acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (PRP s) como
mecanismo de defesa da planta, sendo sua indugdo dependente do &cido
salicilico (AS). Neste caso, a indugio de resisténcia pode resultar em alteragGes
visuais, como reagdo de hipersensibilidade (HR) na planta que sofreu indugao,
podendo ainda ser obtida por meio do tratamento com elicitores bidticos ou
abioticos.

No caso de ISR, alteracbes visuais nio sio perceptiveis, o agente indutor
€ um ndo patogeno ¢ a indugdo de defesa ndo ¢ dependente do AS, havendo uma
outra rota de sinalizagdo mais associada a jasmonatos ¢ etileno. Entretanto, a
partir do Simposio em Corfu, 2000 (Hammerschmidt et al., 2001), ficou

estabelecido que estes processos sio complementares, ndo podendo ser mais
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considerados distintos, sendo, portanto, denominados de indug#o de resisténcia.
Chegou-se a esta conclusdo pois as rotas metabolicas destes processos sdo
complementares, ou sgja, intercruzam-se, devido a varias evidéncias. Por
exemplo, o gene NPR1 é comum as duas rotas.

Assim, quando as plantas sio expostas a estes agentes ficam protegidas
contra patdgenos, entretanto, ndo se pode assumir simplesmente que ocorreu
indugdo de resisténcia. Afmmal, o agente de controle tanto pode estar realmente
induzindo resisténcia como atuando diretamente sobre o patogeno ou até
ocorrendo as duas coisas ao mesmo tempo (van Loon et al, 1998a; 1998b).

Steiner & Schonbeck (1995), citados por van Loon et al. (1998a),
propuseram critérios basicos para investigar se a resisténcia exibida pela planta
foi realmente induzida ou se ela ¢ devida a outros fatores que, de alguma forma,
contribuiram para reduzir a incidéncia e ou severidade da doenca. Sdo eles:

1 supress#o da resisténcia induzida pela exposigédo prévia da planta a
substincias que inibem a expressao de genes do hospedeiro;

2 necessidade de um intervalo de tempo entre a exposicéo da planta
ao indutor ¢ a expressdo da resisténcia;

3 ndo haver uma relagfo entre a magnitude da resisténcia expressa e
quantidade crescente do indutor aplicado a semelhanca do que se observa
em casos tipicos de uso de defensivos;

4 mespecificidade da protegdo;

5 aresisténcia ser local ¢ sistémica;

6 ser dependente do gendtipo da planta.

A indug3o de resisténcia sistémica por rizobactéria ¢ chamada de ISR,
enquanto aquela induzida por outro tipo de agente ¢ chamada SAR (Van Loon et
al., 1998a; 1998b). SAR é expressa ao nivel maximo quando o organismo
indutor causa necrose (Cameron et al., 1994) enquanto que ISR expressa por
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PGPR (plant growth promotion rizobacteria — rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas) tipicamente ndo causa nenhum sintoma necrotico na
planta hospedeira (Van Loon et al., 1998a; 1998b). Tanto SAR quanto ISR sio
mecanismos de resisténcia latente expressos por meio de uma inoculagdo
subsequente ou pela inoculacdo do patogeno desafiador (Van Loon, 1997).

Agentes abioticos de SAR sdo édcido salicilico (AS), etileno, acido
dicloro-isonicotinico € benzimidazois (Gorlach et al., 1996; Sticher et al., 1997).
Geralmente, a duragdo da protegdo ¢ menor utilizando-se patégenos do que
PGPR, através da via ISR, além do qué, uma inoculagdo prévia do patogeno
pode se tomar fonte de indculo secundario (Wei ct al., 1991). Ja o patdgeno
avirulento talvez possa diminuir ou ndo ativar a expressao de SAR durante a
infecgdo (Heath, 1982).

2.2.4.2 Bactérias endofiticas

A teoria de que bactérias nio patogénicas residem em tecidos de plantas
foi formulada por Perotti (1926), citado por Hallmann et al. (1997a). A partir de
1940, surgiram trabalhos com bactérias endofiticas em varios tecidos de plantas,
incluindo sementes e ovulos (Mundt & Hinkle 1976), tubérculos (Trevet &
Hllis, 1948), raizes (Philipson &Balir 1957), hastes, folhas e frutos (Samish et
al., 1961; Sharrock et al., 1991).

Bactérias isoladas dos tecidos intermos de plantas sadias co.mprecndcm
mais de 129 espécies, representando mais de 54 géneros (Gardner et al., 1982;
Hallmann et al., 1997b; Mahaffce & Kloopper 1997a; Mclnroy & Kloopper
1995b; Mundt & Hinkel 1976; Sturz 1995), dos quais Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacter ¢ Agrobacterium os mais comuns. As primeiras pesquisas
relataram as bactérias endofiticas como contaminantes resultantes de

desinfestagdo incompleta da superficie vegetal ou patdgenos latentes (Hollis
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1949; Smith 1911; Thomas & Graham 1952, citados por Hallmann et al.,
1997a). Entretanto, pesquisas recentes tém demonstrado que bactérias
endofiticas podem promover o crescimento das plantas e reduzir sintomas de
doencas causadas por varios patogenos (Chen et al., 1995; Frommel et al., 1991;
Klopper et al., 1992; Pleban et al., 1995; Van Peer & Schippers 1989).

Ha diversas definigGes para o termo endofitico, incluindo, em geral,
fungos e bactérias (Chanway, 1996). Conceitualmente, bactérias endofiticas tém
sido definidas por Kado (1992) como bactérias que residem dentro dos tecido
das plantas sem causar dano ou beneficio, garantindo apenas residéncia.
Entretanto, esta definicdo ¢ considerada muito restrita, pois exclui a
possibilidade destas bactérias desenvolverem relagdes simbiontes com seu
hospedeiro (Hallmann et al., 1997a). Quiespel (1992) considera endofiticas
somente as bactérias que estabelecem endossimbiose com a planta, em que a
planta recebe um beneficio ecoldgico pela presenca do simbionte, bem como
aumento da toleriincia ao estresse ou promogio do crescimento. Entretanto, esta
definicdo também ¢é restrita, pois somente aquelas bactérias que conferem
beneficio a planta seriam consideradas endofiticas, excluindo-se assim as de
efeito neutro ou desprezivel. Por outro lado, Hallmann et al. (1997a) consideram
como bactérias endofiticas aquelas que podem ser isoladas de um tecido de
planta desinfestado superficialmente ou extraida de dentro da planta. Esta
defini¢do inclui bactérias que colonizam os tecidos internos com aparente efeito
neutro, bem como as simbiontes. Além disso, inclui as bactérias que, durante sua
fase endofitica, flutuam entre a colonizagdo endofitica e epifitica.

A metodologia para o isolamento de bactérias endofiticas € importante ¢
baseia-se nas definicSes propostas para o termo endofitico. Teoricamente, um
procedimento de isolamento deve recuperar a populagéio total interna da planta.
Entretanto, a desinfestagdo superficial incompleta do material vegetal, a
adsorgio de células bacterianas as estruturas, ou a penetragdo do produto
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esterilizante nos tecidos resultam em perda de alguns endofiticos (Hallmann et
al,, 1997a). Assim, varias técnicas tém sido empregadas para o isolamento de
bactérias endofiticas, tais como trituragdo de tecidos desinfestados
superficialmente, extragao pelos métodos de pressdo, vicuo e centrifugagao.

A decisdo sobre o método de isolamento a ser utilizado deve basear-se
em objetivos especificos, os quais serdo influenciados por critérios tais como
nicho ecolégico de interesse e fatores dependentes da planta (espécie, idade e
tecido), bem como a viabilidade da fonte ¢ o mimero total de amostras a serem
processadas. A aplicacdo e comparagio das diferentes técnicas oferecem
vantagens ¢ desvantagens. Assim o pesquisador deve selecionar a técnica
especifica que melhor se adapte aos objetivos da pesquisa em questio.
Conseqiientemente, possibilitardi um estudo da colonizagdo e localizagio de
diferentes perspectivas, facilitando o entendimento da fungdo potencial da
bactéria endofitica no hospedeiro (Halimann et al., 1997a).

A capacidade da bactéria de colonizar os tecido intemos das plantas
pode conferir vantagem ecologica sobre as bactérias que podem somente
colonizar as plantas epifiticamente. Os tecidos intemos das plantas promovem
maior uniformidade e proteio ambiental aos microrganismos do que a
superficie das plantas, onde estdo expostos a condigdes ambientais extremas.
Assim alguns fatores que limitam a sobrevivénvia da bactéria por um longo
periodo seriam a temperatura, potencial osmético, radiagio ultravioleta e
competi¢do microbiana.

Pergunta sempre surge no limiar de um projeto de pesquisa. Qual seria a
origem das bactérias endofiticas e como elas penctram nos tecidos das plantas?
Bacténas endofiticas parecem originar-se de sementes (Adams & Kloepper
1996, Mclnroy & Klopper 1995a; Misaghi & Donndelinger 1990; Mundt &
Hinkle 1976; Pleban et al., 1995), material vegetativo (Dong et al., 1994; Sturz
1995), solo da rizosfera ¢ filoplano (Hallmann et al., 1997b; Patriquin et al,,
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1983). As bactérias transmitidas por sementes ja estdo presentes nas plantas.
Bactérias endofiticas potenciais podem, primeiro colonizar a superficic das
raizes antes de entrarem na planta e encontram seu hospedeiro por quimiotaxia,
eletrotaxia ou acidentalmente (Hallmann et al., 1997a).

Em geral, a entrada de bactéria nos tecidos das plantas pode ser via
estomatos, lenticelas, ferimentos (incluindo tricomas quebrados), areas de
emergéncia de raizes laterais ¢ de radicelas (Huang 1986). Entretanto, a
principal via de entrada de bactérias endofiticas parecem os ferimentos que
naturalmente ocorrem como resultado do crescimento da planta ou através de
pélos radiculares e conjungSes epidérmicas (Sprent & de Faria, 1988).
Ferimentos nas plantas em geral, induzidos por fatores bicticos, como fungos,
fitonematoides, insetos, ou fatores abidticos, como aragdo, flutuagdes de
temperaturas extremas, enxertia, podas de raizes, estdo presentes em todos os
agroecossitemas e sdo, provavelmente, os principais fatores para a penetragao de
bactérias (Hallmann et al., 1997a).

Estas bactérias, uma vez no interior das plantas, se mantém localizadas
em tecidos especificos, como cortex da raiz ou sistemicamente, pelo transporte
através dos vasos condutores ou apoplasticamente (Hurek et al., 1994; James et
al., 1994; Mahaffee et al, 1997b; Quandt-Hallmann et al, 1997; Patriquin &
Dobereiner, 1978). Uma vez estabelecidas no interior da planta, elas podem ser
transmitidas vegetativamente, tal como ocorreu com Acefobacter dizotrophicus
por dois cortes sucessivos em cana-de-agiicar (Dong et al., 1994).

Geralmente, as bactérias endofiticas localizam-se nos espagos
intercelulares (Dong & tal,, 1994; Hinton & Bacon 1995; Quadi-Hallmann &
Klopper 1996; Mahaffee et al., 1997b; Patriquin & Dobereiner 1978; Remhold
& Hurek, 1988), com apenas algumas pesquisas demonstrando a colonizagdo
intracelular (Frommel et al., 1991; Mahaffee et al., 1997b; Quadt-Hallmann &
Klopper, 1996). Ja a colonizagio bacteriana no sistema vascular tem sido
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amplamente pesquisada (Bell et al., 1995; Lamb et al., 1996, Mahaffee et al.,
1997b); entretanto, nfio se sabe ainda se o sistema vascular serve apenas como
meio de transporte para a bactéria endofitica ou se ela realmente se multiplica no
seu interior. Assim o crescimento e o estabelecimento das bactérias endofiticas
no interior dos tecidos das plantas requerem nutrientes e Foster et al. (1983),
sugerem que estas bactérias utilizam exsudatos encontrados nos espagos
intercelulares em vez de degradar materiais mais complexos da parede celular.

2.2.4.3 Controle biolégico com bactérias endofiticas

A dificuldade em encontrar medidas efetivas de controle para algumas
doengas de plantas e o uso intensivo de produtos quimicos fazem do controle
bioldgico uma alternativa real na busca de uma boa produtividade na agricultura,
uma vez que as doencas sdo responsaveis por perdas econdmicas consideraveis
as culturas de importéncia agricola. A amenizagdo dos problemas causados pela
contaminagdo por agrotoxicos, resultando em produtos mais sadios, com
economia ¢ menores riscos a0 ambiente, ¢ uma exigéncia cada vez maior dos
consumidores.

As bacténias endofiticas colonizam um nicho ecoldgico semelhante aos
patogenos de plantas, portanto, tornam-s¢ candidatas potenciais a agentes de
controle bioldgico. Assim, alguns mecanismos de antagonismo, como a
antibiose pela produgdo de substincias antimicrobianas, parasitismo direto,
competi¢do por nutrientes ¢ por nichos ecoldgicos e a indugdo de resisténcia,
estdo envolvidos (Chen et al., 1996; Goel et al., 1999).

Muitas vezes ocome o controle bioldgico clissico por antagonismo
dircto exercido por tais bactérias contra o fitopatogeno (Tuzun & Klopper,
1995). Mas, ha situagdes em que antibiose ¢ antagonismo apenas nio explicam o
controle biolégico exercido (van Loon et al., 1998b). Atualmente, sabe-se que

22



quando tais bacténias colonizam o sistema radicular, moléculas constituintes da
célula bacteriana ou por ela sintetizadas atuam como elicitadores de sinais
bioquimicos, provavelmente jasminatos ou etileno (Pieterse et al., 2001; van
Loon et al., 1998a; Ton et al., 2001). Este sinal transloca-se até sitios distantes
do local de sua génese e atuam em genes que codificam para a sintese de
componentes da resisténcia, os quais sdo ativados ¢, entfo, expressam a reacio
do hospedeiro (van Loon et al., 1998a; Sticher et al., 1997).

A atividade antagonistica de bactérias endofiticas contra bactérias
fitopatogénicas tem sido estudada. Van Buren et al. (1993) observaram reduggo
dos sintomas da podriddo anelar da batateira causada por Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicum, utilizando isolados de bactérias endofiticas
Além disso, Pseudomonas flourescens 89B-27 e Serratia marcescens 90-166
foram observadas como indutoras de resisténcia em pepino a Pseudomonas
syringae pv. lachrymans, bem como a Fusarium oxysporum £sp. cucumerium ¢
Colletrotrichum orbiculare (Liu et al., 1995a, 1995b, 1995c¢).

Colin & Chafik (1986) relataram que aplicagdes semanais de suspensdo
de células de dois isolados de P. fluorescens controlaram Pst com igual
eficiéncia ao tratamento com compostos cipricos. Ocorreu ainda um leve efeito
residual em funcdo da capacidade das bactérias de manter populacdo epifitica
residual nas folhas de tomate. Nascimento (1998) observou, em casa de
vegetacdo, redugdo significativa na incidéncia de Ralstonia solanacearum ¢ C.
michiganensis subsp. michiganensis em tomaleiro, com a utilizagdo de bactérias
endofiticas. Campos et al (2002) obtiveram um bom controle da mancha
bacteriana e promogdo do crescimento das plantas de tomateiro, com 5 isolados
de bactérias endofiticas.

Em relagdo a pinta bacteriana, dois isolados controlaram a doenga e
promoveram o crescimento das plantas (Campos et al., 2002). Dessa forma,
conclui-se que esses isolados sdo promissores para o controle de ambas as
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bacterioses do tomateiro. Carrer Filho et al. (2002) obtiveram controle eficiente
da mancha e pinta bacteriana do tomateiro com a utilizagio de um isolado de
actinomiceto (RD-01), em casa de vegetagdo. Halfeld-Veira et al. (2002)
conseguiram controle eficiente da mancha e pinta bacteriana do tomateiro com a
utilizagio do isolado bacteriano UFV-IEA6 do filoplano. Silva et al (2001)
obtiveram alguns isolados de rizobactérias que exibiram aparente atividade de
inducio de resisténcia sistémica & Pst, dada & scparagdo espacial entre os
antagonistas ¢ o patogeno. Halfeld-Vieira et al. (2001) conseguiram bom
controle desse mesmo patogeno com 3 isolados de bactérias do filoplano do
tomateiro.

Assis et al. (1998), estudando o potencial antagbnico de bactérias
endofiticas no controle de Xamthomonas campestris pv. campestris, agente
causal da podridio negra em repolho, verificaram 70,8% de redugdo da
incidéncia da doenca (RID) em casa de vegetagdo ¢ 77% de redugdo da
severidade da doenga (RSD) em condigGes de campo.

Silva et al. (2004) realizaram um ensaio em condi¢6es de campo no qual
a rizobactéria Bacillus cereus (UFV 101) foi aplicada no tomateiro via
tratamento de sementes, isoladamente e em combinagdo com diferentes mimeros
de aplicagdes de clorotalonil na parte aérea. Observou-se que todos os
tratamentos proporcionaram redugdo da severidade da pinta preta (4ltemaria
solani), mela (Phytophthora infestans) e septoriose (Septoria lycopersici) ¢
aumento de produtividade em relagdo ao tratamento controle. Neste ensaio foi
possivel concluir que, no tratamento envolvendo a rizobactéria, mais dez
pulverizagbes com o fungicida foram tio eficientes quanto vinte pulverizagdes
com o fungicida, sem a rizobactéria, permitindo assim reduzir o nimero de
pulvenizagdes pela metade.
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Varios fatores apontam as bactérias endofiticas como potenciais agentes
de ISR. As endofiticas tém uma natural e intima associagdo com as plantas. Os
tecidos internos das plantas, além da uniformidade as condigGes ambientais
proporcionam protegdo ao efeito do meio externo quando comparados com as
rizobactérias ¢ as bactérias do filoplano (Chen et al., 1995). Essas bactérias
devem competir por nutrientes com outros microrganismos e sofrem flutuacdes
de temperatura e umidade, bem como exposigdo a radiagdo ultravioleta na
superficie.

Além dessas vantagens, o potencial das bactérias endofiticas é pouco
explorado. Aplicagoes da bactéria endofitica pela injegdo na haste de plantas de
algodéo reduziram a podridio de raiz causada por Rhyzoctonia solani ¢ murcha
vascular causada por F. oxysporum {. sp. vasinfectum (Chen et al., 1995). Estas
bactérias se movem de forma ascendente e descendente do ponto de aplicagdo e,
por meio da colonizagdo dos tecidos intemos, podem evitar a entrada do
patogeno pelo sistema vascular. Outros controles efetivos tém sido observados
com o uso destas bactérias, tais como. F. solani em algoddo e Sclerotium rolfsii
em feijio (Pleban et al., 1995). Em ervilha, a colonizagdo da epiderme, cortex e
tecidos vasculares das raizes pela bactéria endofitica evitou a entrada de fungos
ou restringiu o crescimento do micélio apenas na epiderme (Benhamou et al.,
1996 ab). Sementes de tomate tratadas com a bactéria endofitica Bacillus
pumilus isolado SE 34 evitou a entrada do fungo F. oxysporum f. sp.
radicislycopersici, causador da murcha vascular, no feixe vascular e restringiu o
crescimento micelial a epiderme ou a parte externa do odrtex da raiz (Benhamou
et al., 1998). Similarmente, aplicages de P. fluorescens isolado 63-28 evitaram
o crescimento de Pythium ultimum em ervilha (Benhamou et al., 1996a, 1996b)
e F. oxysporum {. sp. radici-lycopersici em tomate (M’Piga et al., 1997).

O uso de isolados endofiticos para ISR ¢ mais benéfico em culturas
propagadas vegetativamente, tais como banana e cana-de-agicar, por exemplo.
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Viswanathan (1999) ¢ Viswanathan & Samiyappan (1999) observaram que a
bactéria endofitica P. fluorescens, isolado EP1, obtido de tecidos do colmo da
cana-de-aguicar, induziu resisténcia sistémica contra Colletotrichum falcatum
causador da raiz vermelha. Assim, quando a bactéria endofitica ¢ introduzida no
material propagativo, ela sobrevive ¢ s¢ movimenta no interior do vegetal e,
conseqiicntemente, o material propagativo também tera a bactéria endofitica
previamente introduzida, reduzindo a necessidade de freqiientes aplicagdes.

Nos ultimos anos tem-se buscado reduzir a quantidade de defensivos
utilizados, devido ao elevado impacto ambiental ou mesmo pela busca por
produtos naturais ou biolégicos. Assim, no meio cientifico tem sido necessario o
rapido desenvolvimento de produtos biologicos efetivos. Backman et al. (1997)
relataram que 60%-75% da cultura do algoddo nos EUA sdo tratados com
Kodiak®, produto i base de B. subtilis utilizado para o controle de patogenos do
solo, tais como Fusarium e Rhyzoctonia. Este produto também € utilizado
amendoim, soja, milho ¢ culturas produtoras de grios ¢ hortalicas. Na China, 18
isolados de PGPR comercias ou suas misturas sio vendidos, sendo a maioria
deles derivados do género Bacillus (Backman et al., 1997).

Um produto em recente desenvolvimento, chamado LS213, contém, na
sua formulagdo, esporos de B. subiilis isolado GBO3, B. amyloliquefaciens
isolado IN937a e quitosana como formulag#o padrdo. Em recentes experimentos
em casa de vegetagdo, LS213 aumentou significativamente o crescimento de
tomate, pepino, fumo ¢ pimentfio ¢ promoveu prote¢io contra mancha bacteriana
¢ requeima do tomate, mancha angular do pepino ¢ mildio do fumo (Reddy et
al.,, 1999).

Vegetais produzidos por plantas tratadas com LS213 exibiram
significante prote¢io contra danos causados por nematdides e antracnose em
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pepino ¢ mancha bacteriana do tomate depois de transplantadas para o campo
(Kenney et al., 1999).

2.2.4.4 PGPR no controle de fitobacterioses

Para o sucesso do manejo da doenga, ¢ importante buscar as maneiras
mais efetivas, praticas ¢ econdmicas para protecdo da planta. PGPR sdo
bactérias colonizadoras de raizes com efeitos benéficos tais como promogao de
crescimento ¢ agente de controle biologico. Nos ultimos anos, o uso de PGPR
como um indutor de resisténcia sistémica em plantas cultivadas contra diferentes
patogenos tem sido demonstrado sob condi¢des de campo (Wei et al., 1991;
1996; Vidyasekaran & Muthamilan, 1999; Viswanathan, 1999; Viswanathan &
Samiyappan, 1999).

PGPR induz resisténcia em plantas contra as doencas flngicas,
bacterianas ¢ virdticas (Lin et al., 1995a, 1995b; Maurhofer et al, 1998) e
aquelas incitadas por nematdides (Sikora, 1988; Naves, 2000). A resisténcia
sistémica adquirida é provada pela separagdo espacial do patdgeno e a PGPR nas
plantas (Van Peer et al., 1991).

PGPR utiliza diferentes mecanismos para suprimir os patdgenos de
plantas. Dentre eles, tem-se a competigdo por nutrientes ¢ espago (Elad & Chet,
1987), antibiose pela produgdio de antibidticos (Pierson & Thomashow, 1992) e
produgdo de sideréforos, pigmento verde amarelado fluorescente (Lemanceau et
al., 1992). Outro importante mecanismo inclui a produgdo de enzimas liticas,
tais como as quitinases ¢ B-1.3-glucanases que degradam e a quitina e a glucana
presentes na parede celular dos fungos (Frindlender et al., 1993; Lim et al.,
1991; Velazhahan et al, 1999), produgio HCN (Defago et al., 1990) e
degradagio de toxinas produzidas pelo patogeno (Borowitz et al, 1992; Duffy &
Defago, 1997).
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PGPR também podem induzir protegdo sistémica contra doengas
bacterianas. Sementes tratadas com P. fluorescens isolado 97 protegeram o
feijoeiro contra Pseudomonas syringae pv. phaseolica (Alstrom, 1991),
enquanto que o tratamento de sementes de pepino com P. putida isolado 89B-
27, Flavomonas oryzihabotans isolado INR-5, S. marcercens isolado 90-166 ¢
Bacillus pumillus isolado INR-7 promoveu protegdo contra mancha angular
causada por Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Lui et al, 1995b; Wei et
al., 1996).

E sabido que a maioria dos controles biologicos que ocorrem na
natureza é resultado da mstura de antagonistas em vez de uma aita populagdo de
um unico antagonista. Assim aplicagdes da mistura de agentes de biocontrole
serdo mais eficientes e abrangem um maior espectro de agdo (Duffy & Weller,
1995; Guo et al., 2004). Aplicagdo de misturas de trés isolados de PGPR, tais
como Bacillus pumilus isolado INR 7, B. subtilis isolado GB03 e
Curtobacterium flaccumfaciens isolado ME1 em tratamento de sementes
resulton em aumento da promogdo de crescimento ¢ maior efetividade na
reducdo da severidade das doengas. Isso se deveu, provavelmente, a adicdo dos
diferentes mecanismos de atuagdo de cada isolado PGPR (Raupach & Kloepper,
1998). Guo et al. (2004) realizaram a mistura de 3 PGPR, tais como Serratia,
Pseudomonas, Bacillus, e obtiveram. excelentes resultados no controle da
murcha bacteriana do tomateiro, com varia¢do de 63,4% a 99,5% e aumentos de
produtividade da ordem de 35,4% a 67,0%, em fungdo do tempo dé estocagem
desta formulag&o.

O primeiro ensaio de campo no qual se obteve sucesso com as PGPR foi
em pepino, em que o tratamento das sementes seguido pela aplicagfio via
urrigagdo do solo reduziu os sintomas da murcha bacteriana (Wei et al., 1995) ¢
também controlou a mancha angular ¢ antracnose (Wei et al., 1996).
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Ha outros exemplos na literatura em relagdo a utilizagdo de agentes de
biocontrole, PGPR, com redugdo da severidade das doengas da parte aérea ¢
aumentos na produtividade na cultura do tomate (Silva & tal., 2004; Guo et al.,
2004), cana (Viswanathan & Samiyappan, 2002), arroz (Vidhyasekaran et al.,
2001), pepino (Zhender e tal., 1997; Raupach & Kloepper, 1998; Liu et al,,
1995b), repolho (Assis et al., 1998). Em experimentos de campo com arroz, o
tratamento de sementes com um produto contendo P. fluorescens (10%ufc/g),
seguido de trés pulverizagdes foliares com o mesmo produto (1kg/ha) aos 45, 60
¢ 75 dias da semeadura, efetivamente controlou a mancha bacteriana provocada
por X. oryzae pv. oryzae ¢ proporcionou aumentos na produtividade da ordem de
2951 a 63% em relagdo ao controle para os anos de 1995, 1996 ¢ 1997,
respectivamente, enquanto o tratamento padrio com estreptomicina s6 foi
superior ao controle no ano de 1997 (Vidhasekaran et al., 2001).

As PGPR sdo agentes ideais para disparar a protegdo das plantas pois
elas podem ser aplicadas na semente, irrigando o solo proximo as raizes das
plantas ou no transplante. Sendo assim uma altemativa eficiente no controle de
patogenos do solo ¢ da parte aérea, uma vez que, a maior vantagem das PGPR é
que uma vez a resisténcia sistémica sendo induzida, os mecanismos de defesa
naturais das plantas ficam operando por um longo periodo mesmo se a
populagdo da bactéria indutora declinar por um tempo (van Loon et al., 1998a;
1998b).

Um ponto deve ser lembrado, pois de acordo com resultado
experimentais, observou-se que os produtos a base de PGPR quando utilizados
isoladamente ddo um bom nivel de controle, mas este nivel de controle varia de
um ano para outro pois depende das condi¢Ges ambientais propicias ao
microrganismo indutor. Assim o melhor cammnho deve ser 2 combinacio da
PGPR com outras estratégias de manejo, tais como, variedades tolerantes ou
resistentes, praticas culturais etc. (Gorlach et al., 1996; Zehnder et al., 2001).
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Certamente as PGPR representam uma potencial ferramenta de protegdo para as
hortaligas onde ha dificuldade de encontrar no mercado produtos eficientes para
o controle principalmente de bacterioses (Zehnder et al., 2001).

Como sdo escassas as pesquisas relativas ao controle biologico da
mancha e pinta bacteriana do tomateiro, a busca por isolados bacterianos

endofiticos para controle dessas enfermidades ¢ plenamente justificavel.
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DE
ESPECIES BACTERIANAS ENDOFITICAS, POR ANALISES DE
ACIDOS GRAXOS



1 RESUMO

SILVA, Juliana Resende Campos. Isolamento, caracterizagdo ¢ identificagio de
espécies bacterianas endofiticas, por analises de 4cidos graxos. In: Bactérias
endofiticas no controle da mancha (Xanthomonas vesicatoria) e da pinta
(Pseudomonas syringae pv. tomato) bacterianas do tomateiro. 2004. 160 p.
Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

Foram obtidos 53 isolados bacterianos a partir de folhas e hastes de tomateiro e
pimentdo e caracterizados como endofiticos de acordo com o método de
isolamento empregado. As espécies de Bacillus apresentaram colonias com
bordos lisos a enrugados ¢ coloragdo variando de branca a amarelada ou creme.
Entretanto, a coloragdo das colonias ¢ da morfologia dos bordos variou muito
entre isolados. Todos os isolados ndo demonstraram capacidade de produgdo de
pigmentos fluorescentes. Cerca de 73,07% dos isolados foram Gram positivos ¢
o restante Gram negativos. Também foi alto o mimero de isolados produtores de
amilase ¢ com capacidade de crescer na auséncia do oxigénio. A identificagdo
das espécies, entre os isolados endofiticos, foi feita por meio da analise do perfil
de dcidos graxos, em um cromatografo a gds acoplado a um computador,
utilizando-se o protocolo da Universidade de Auburn, Alabama (EUA). Em 45
isolados trabalhados, foram identificadas as seguintes espécies: Acinetobacter
Jjohnsonii, Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus, B. megaterium, B. marinus, B.
mycoides, B. pumillus, B. sphaericus, B. subtilis, Curtobacterium hiteum,
Kocuria kristine, Microbacterium liquefaciens, Paenibacillus macerans,
Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus. Q género mais abundante foi
Bacillus com 9 espécies, predominando a espécie B. pumillus.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador) e Edson
Ampélio Pozza - UFLA
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2 ABSTRACT

SILVA, Juliana Resende Campos. Isolation, characterization and identification
of species of endophytic bacteria by fatty acid analyses. In: Control of bacteria
spot (Xanthomonas vesicatoria) and bacterial speck (Pseudomonas syringae
pv. tomato) of tomato by endophytic bacteria. 2004. 160 p. Dissertation
(Master Program in Phytopathology) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil.*

Fifty threc bacterium isolates were isolated from leaves and stems of tomatos
and peppers and characterized as endophytic bacteria according to the isolation
method used. Species of Bacillus showed white to yellow or creme colonies with
smooth and wrinkled edges but varing so much either in color or edge
morphology of the colonies among isolates. All isolates did not show capacity to
produce fluorescents pigments. Seventy three percent of the isolates were Gram
positives and the rest negatives. Also were high the numbers of isolates that
produced amylase and that demonstrated capacity to grow in absence of oxygen.
The species identification were done by fatty acid analyses using gas
chromatography linked to the computer using the protocol of Aubum university,
Alabama, USA. In forty five worked isolates were identified the following
species: Acinetobacter johnsonii, Bacillus amyloliquefaciens, B. cereus, B.
megaterium, B. marinus, B. mycoides, B. pumillus, B. sphaericus, B. subtilis,
Curtobacterium luteum, Kocuria kristine, Microbacterium liguefaciens,
Paenibacillus macerans, Pseudomonas putida, Staphylococcus aureus. The
genus Bacillus was the most encountered with nine species, predominating the
B. pumillus species.

* Guindance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Edson Ampélio Pozza - UFLA
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3 INTRODUCAO

Bactérias endofiticas residem em tecidos internos de plantas nas
sementes e 6vulos (Mundt & Hinkle 1976), tubérculos (Trevet & Hollis, 1948),
raizes (Philipson &Balir 1957), hastes, folhas ¢ frutos (Samish et al, 1961;
Sharrock et al., 1991). A capacidade da bactéria em colonizar os tecidos internos
das plantas pode conferir uma vantagem ecologica sobre aquelas que podem
somente colonizar as plantas epifiticamente. Os tecidos internos das plantas,
além da uniformidade as condigdes ambientais, proporcionam melhor protegdo
do meio externo aos microrganismos do que a superficie das plantas, onde estio
expostos a condigdes ambientais extremas de temperatura, potencial osmotico,
radiagéo ultravioleta e competicdo microbiana limitando a sua sobrevivénvia. No
interior das plantas, as bactérias se mantém localizadas em tecidos especificos
como cortex da raiz ou sistemicamente pelo transporte através dos vasos
condutores ou apoplasticamente (Hurek et al., 1994; James et al., 1994;
Mahaffee et al., 1997a; 1997b; Quandt-Hallmann et al., 1997; Patriquin &
Dobereiner 1978). Uma vez estabelecida no interior da planta, estas podem ser
transmitidas vegetativamente, tal como ccorreu com Acetobacter dizotrophicus
por dois cortes sucessivos em cana-de-agucar (Dong et al., 1994).

Geralmente, as bactérias endofiticas localizam-se nos espagos
intercelulares (Dong et al., 1994; Hinton & Bacon 1995; Quadt-Hallmann &
Klopper 1996; Mahaffee et al., 1997a; 1997b; Patriquin & Dobereiner 1978,
Reinhold & Hurek 1988), com apenas algumas pesquisas demonstrando a
colonizagdo intracelular (Frommel et al., 1991; Mabaffee et al., 1997a; 1997b;
Quadt-Hallmann & Kloepper 1996). Ji a colonizagdo bacteriana no sislema
vascular tem sido amplamente pesquisada (Bell et al., 1995; Lamb et al., 1996;
Mahaffee et al., 1997b), entretanto, n3o se sabe ainda s¢ o sistema vascular serve
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apenas como meio de transporte para a bactéria endofitica ou se ela realmente se
multiplica em seu interior, Assim, 0 crescimento € o estabelecimento das
bactérias endofiticas no interior dos tecidos das plantas requerem nutrientes e
Foster et al. (1983) sugerem que estas bactérias utilizam exsudatos encontrados
nos espagos intercelulares em vez de degradar materiais mais complexos da
parede celular.

A identificagdo de bactérias, no nivel de espécie, tem sido possivel pela
analise de acidos graxos, conforme técnicas descritas por De Boer & Sasser,
(1986), Gitaitis & Beaver (1990) ¢ Rizzo et al. (1987) que, aliadas a
caracteriza¢do fisiologica, auxiliam no agrupamento de bactérias endofiticas
com fungdes ecoldgicas e na relagdo com a planta e seus patogenos. Estudos
sobre isolamento, identificagdo e caracterizagdo sfo fundamentais para se iniciar
trabalhos em controle bioldgico.

Enfase tem sido dada ao isolamento e a caracterizagiio de bactérias
endofiticas nas duas ultimas décadas (Hallman et al., 1997; Mclnroy & Klopper
1995; Sturz 1995). Também neste periodo descobriu-s¢ o seu papel no
crescimento de plantas e na redugfio de sintomas de doengas causadas por vérios
patogenos de plantas.

Dessa forma, objetivou-se, neste trabalho, isolar e identificar pelo
método de dcido graxo e caracterizar morfologica e fisiologicamente bactérias
endofiticas de haste e folhas de tomateiro e pimentgo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento de bactérias endofiticas

Folhas e hastes de tomate (Lycopersicum esculentum) ¢ de pimentdo
(Capsicum annum) foram coletadas no campus da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), dando-se preferéncia para plantas aparentemente sadias. No
local, apos serem coletadas, as folhas ¢ hastes foram acondicionadas em sacos
plasticos, devidamente identificadas e transportadas ao laboratéorio, onde foram
cuidadosamente lavadas em agua de tomcira para eliminar pocira e solo aderidos
a elas. Em seguida, em cidmara de fluxo laminar, procedeu-se a desinfestagdo
superficial com dlcool 50% por 30 segundos e hipoclorito de sodio 1% por 3
minutos para folhas e hipoclorito de sddio 2% por 5 minutos para hastes, seguida
de 3 lavagens de 1 minuto em solugéo tampdo fosfato-potassico (PB).

Para desalojar da superficie do material vegetal as bactérias epifiticas
remanescentes, as folhas ¢ hastes foram, entdo, transferidas para frascos
contendo solugdo tampdo fosfato (PB) 0,02 M esterilizada (pH 7,0) e submetidas
a banho de ultra-som por 10 minutos. A trituragdo das folhas ¢ hastes foi feita
em almofariz e pistilo esterilizados contendo PB ¢ o triturado submetido a novo
banho de ultra-som por 10 minutos para desagregacdo de particulas ¢ células
bacterianas. Procedeu-se a homogeneizagdo do triturado e posterior &iluicio em
série em solug@p PB com fator de diluigdo 1:10. Retiraram-se, entdo, aliquotas
de 100 ul das diluigdes 10°, 107, 10” que foram transferidas para placa de Petri
contendo meio “typic soy agar” (TSA) e espalhadas com a al¢a de Drigalsky.

Foram preparadas cinco placas para cada diluig@o e incubadas a 28°C
por 48 horas em cdmara de crescimento. Apds esse tempo, as coldnias
bacterianas aprescntando caracteristicas morfologicas diferentes, dentro de uma
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mesma amostra, foram repicadas em meio TSA pelo método de estrias em “T™,
visando a obtengdo de coldnias isoladas.

Para se certificar da natureza endofitica dos isolados, apds o banho de
ultra-som, como controle, aliquotas de 100 pl da solugdo de PB utilizada para
aquela operagdo foram transferidas para placa de petri contendo meio TSA ¢
incubadas nas mesmas condi¢des descritas para as placas preparadas com as
diluicdes dos triturados. Ndo havendo crescimento bacteriano nessas placas
dentro de 48 horas, os isolados obtidos pela trituracfio das folhas ¢ hastes foram
considerados endofiticos.

Assim, objetivando a preservagdo dos isolados por um maior periodo de
tempo, esses foram repicados para meio liquido peptona-glicerol, no qual
permaneceram por 24 horas a 28°C. Apds esse periodo, foram transferidos para
tubos Eppendorff e mantidos em “freezer” a ~80°C.

4.2 Identificacio bacteriana dos isolados endofiticos por acidos graxos

Na identificagdo dos isolados utilizou-se a andlise de ésteres metilicos
dos dctdos graxos (EMAG) (De Boer & Sasser, 1986; Gitaitis & Beaver, 1990,
Rizzo et al., 1987) das culturas bacterianas, seguindo sistema montado na
Universidade de Auburn (Alabama, EUA), utilizando-se cromatografo a gas
acoplado a um computador com uma base de dados de 1300 espécies e géneros
endofiticos, além de 4500 de solo. Na preparagdo para a andlise EMAG, os
isolados bacterianos congelados foram repicados para TSA, incubados por 24 a
48 h a 28°C, observada a pureza de cada cultura. Alga plastica com extremidade
em circulo foi usada para raspar a superficie da colonia, retirando-se uma porgdo
completa do circulo contendo 40 mg que foi colocado no fundo do tubo de

vidro.
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Saponificagio foi conduzida pela adigdo, em cada tubo, de 1,0 ml de
reagente saponificante (45g de hidroxido de sédio, 150 ml de metanol, 150 ml
de agua deionizada), agitado por 10 segundos, aquecido por 5 minutos em
banho-maria a 100°C, agitado novamente por 10 segundos ¢ novo aquecimento
por 25 minutos. Os tubos foram entio resfriados agua a temperatura
ambiente. A metila¢do foi conseguida pela adi¢@io de 2,0 ml de reagente (325 ml
de 6N de HCI mais 275 ml de metanol) no mesmo tubo, agitado por 10 segundos
e aquecido por 10 minutos em banho-maria a 80°C. Apds o resfriamento em
temperatura ambiente, os EMAG foram removidos da fasc aquosa icida e
transferidos para a fase orgénica pela adigdo de 1,25 ml de extratos solventes
(200 ml de hexano, 200 ml éter metil butil terciario [EMBT]), misturados em
agitador rotatorio por 10 minutos, descartando-se a fase aquosa inferior com
pipeta Pasteur. A fase orgénica foi lavada em 3 ml da solugdo basica (10,8g
NaOH, 900 ml de agua deionizada) sob agitagdo em agitador rotatdrio por 5
minutos. Dois tergos da fase solvente superior foram removidos para a analise
EMAG. As amostras preparadas foram estocadas a -20° C até o momento da
analise no cromatdgrafo a gas.

Os EMAG foram analisados em um cromatografo a gas da marca
Hewlett-Packard série II modelo 5890, equipado com uma coluna capilar de
fenil metil silicone. As amostras foram processadas com um sistema de
identificacdo microbial (SIM) da MIDI (Newark, DE EUA), que calibrou o
cromatdgrafo a gas com uma mistura EMAG comercial antes de processar as
amostras ¢ ap0s o processamento de dez delas. Os picos EMAG foram
denominados pelo programa SIM e os isolados foram identificados usando o
SIM “Biblioteca Aerdbica”.
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4.3 Caracterizagio fisiolégica dos isolados endofiticos

Todos os isolados endofiticos foram caracterizados fisiologicamente
para hidrolise de gelatina ¢ amido, anaerobiose (Schaad et al., 2001),
fluorescéncia em meio King B e reagéio de Gram. Para isso, os isolados mantidos
em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) foram repicados e, a seguir, realizada a
caracterizagio de acordo com cada teste:

a) producdio de pigmentos fluorescentes em meio King B: com o
objetivo de diferenciar bactérias do género Pseudomonas produtoras de
substincias fluorescentes das ndo fluorescentes, o meio de cultura King B
(Mariano et al, 2000) foi colocado em tubo inclinado, para onde foram
repicados os isolados de bactérias endofiticas e incubados por 48 horas em BOD
a 28°C. A seguir, as coldnias foram examinadas sob luz ultravioleta e, quando
observado pigmento fluorescente (meio com coloragdo esverdeada e
fluorescente), o isolado foi considerado produtor de substancias fluorescentes e
o resultado positivo para este teste. Utilizou-se como controle a bactéria
Pseudomonas syringae pv tomato, na qual observa-se a pigmentagdo
fluorescente caracteristica;

b) reagdo de Gram: para diferenciar bactérias Gram-positivas das Gram-
negativas utilizando-se o método de Ryu (Mariano et al, 2000). Assim,
depositou-se 1 gota de KOH a 3% em ldmina comum de microscopia, ¢ sobre
ela, transferiu-se o crescimento bacteriano da cultura em meio solido. A seguir,
homogenizou-se bem por 5 a 10 segundos, com a propria alga de repicagem. De
acordo com a aderéncia do liquido & alga, pode-se avaliar a presenga de
viscosidade caracterizando a bactéria como Gram-negativa. Por outro lado, a
falta de viscosidade caracterizava a bactéria como Gram-positiva. Esta
viscosidade foi devido a dissolugdo da parede celular das bactérias Gram-

55



negativas com liberagdio de DNA bacteriano, o que n@o acontece com as Gram-
positivas processadas nas mesmas condigoes;

c) anaerobiose: ¢ utilizada para avaliar se a bactéria é ou ndo capaz de se
multiplicar também na auséncia de oxigénio. Assim, adicionou-se¢ meio de
cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) as placas e, apds sua solidificagéo, foram
colocadas sobre ele trés gotas da suspensdo de bactéria endofitica em meio
liquido e procedeu-se a homogeneizagio. A seguir, depositou-se na superficie do
meio de cultura uma laminula previamente flambada e incubou-a por 24-48
horas. Procedeu-se a avaliagdo observando-se o local de crescimento da bactéria:
apenas na superficie do meio em contato com Q- (aer6bia estrita) ou em toda a
superficie do meio, inclusive debaixo da laminula (anaerdbia facultativa);

d) hidrélise do amido: ¢ utilizado para verificar se a bactéria produz a
enzima amilase, sendo capaz de hidrolisar o amido. Assim, o meio EPGA foi
distribuido nas placas de Petri ¢, apés solidificagdo, foram semeadas as colonias
das bactérias a serem testadas e incubadas a 28°C por 7 dias. Apds o crescimento
das colénias, colocou-se lugol sobre o meio, observando se houve ou nio a
hidrolise do amido. Quando o resultado foi positivo, observou-se descoloragio
em tomo da coldnia, contrastando com o restante do meio de coloragdo roxo-
escura;

e) hidrélise da gelatina: este teste ¢ utilizado para verificar se a bactéria
¢ proteolitica, sendo capaz de decompor ou hidrolisar a gelatina, fazendo-a
perder sua caracteristica geleificante. Assim, o meio especifico ao qual foi
adicionada gelatina, foi distribuido em tubos de ensaio e, apos solidificagdo,
foram semeadas as colonias das bactérias a serem testadas e incubadas a 28°C
por 7 dias. Tubos semeados ou néio (controle) com a bactéria foram transferidos
para geladeira e, apds 30 minutos, examinados. Quando o mecio se manteve
liquido, caracterizou-se a bactéria como capaz de hidrolizar a gelatina. No
controle, o meio permaneceu sélido.
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4.4 Caracterizaciio morfolégica dos isolados endofiticos

Na fase de isolamento, as bactérias endofiticas foram caracterizadas em
relagio aos aspectos morfologicos das colonias, como coloragdo, bordos ¢
didmetro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e identificaciio de espécies endofiticas por acidos graxos

Foram obtidos 53 isolados de bactérias endofiticas (Tabela 1) a partir de
folhas e hastes de tomateiro ¢ pimentio sem sintomas de doengas, demonstrando
a eficicia da técnica empregada, a qual permitiu o isolamento de baciénias que
ocorrem em diversos nichos, como xilema, espagos inter ¢ intracelulares. De
fato, o emprego da desinfestagdo superficial ¢ do banho de ultra-som tem sido
feito com sucesso para isolamento de bactérias epifiticas da superficie de frutos
(Janisiewicz, 1988; Melo et al., 1995), bem como para o isolamento de
endofiticas (Assis et al., 1996; 1998). Virios trabalhos também tém demonstrado
a ocorréncia de bactérias endofiticas em diversas partes de plantas, tais como
sementes ¢ ovulos (Mundt & Hinkle, 1976), tubérculos (Tervet & Holiis, 1948),
raizes (Philipson & Blair, 1957) caules ¢ folhas (Henning & Willforth, 1940,
citados por Hallmann et al., 1997) ¢ frutos (Samish et al., 1961).

Foram identificados 8 géneros ¢ 16 espécies em 44 isolados. O género
Bacillus foi o mais abundantc com 8 espécies, perfazendo 30 isolados,
predominando a espécie B. pumillus, com 12 isolados (Tabela 2). A
predominéncia de espécies de Bacillus dentre as bactérias endofiticas também
foi encontrada por Faria (2003), trabalhando com lodo de esgoto; Kupper &
Gimenes Fernandes (2002), trabalhando com folhas ¢ flores de citros; Kloepper
et al. (1992b), trabalhando com raizes de soja, mucuna e mamona e Kloepper et
al. (1992a), trabathando com raizes de amendoim. De fato, no isolamento de
agentes de biocontrole, sempre se observa a ocorréncia do género Bacillus e este
se destaca em eficicia no controle de fitobacterioses (Guo et al., 2004; Jetiyanon
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& Kloepper, 2002; Kupper & Gimenes Fernandes, 2002; Gomes et al., 2003;

Melo et al., 2002).

TABELA 1 Identificacdo das bactérias endofiticas, scgundo método EMAG e

reacdo de Gram.

Grupo Taxon

Numero de isolados obtidos por plantas

hospedeiras

Pimentio

Tomate

Haste

Fotha

Haste Folha

Gram positiva
Tom 2
Bacillus pumilus
Bacillus
megaterium
Pim 11
Bacillus cereus
Curtobacterium
luteum
Staphylococcus
aureus
Bacillus subtilis
Bacillus
amiloliquefaciens
Tom 23
Jom 25
Bacillus pumilus
subgrupo B
Paenibacillus
macerans subg B
Microbacterium
liquefaciens
Paenibacillus
gordonae
Pacenibacillus
macerans

1
7 1
1
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“TABELA 1, Cont.”

Bacillus 2 3

sphaericus

Bacillus marinus 1

Bacillus 1

mycoides

Subtotal 5 5 15 16
Gram negativa

Acinetobacter 1 1

_Johsonii

Tom 4 1

Pseudomonas 1

putida

Tom 24 1

Tom 30 1

Kocuria kristinae 1

Tom 35 1

Tom 38 I

Subtotal 0 1 4 4

Total geral 5 6 19 20

Ziniel et al. (2002) obtiveram 52 isolados de bactérias endofiticas do
milho ¢ do sorgo e identificaram 15 géneros, predominando Bacillus,

Corynebacterium e Microbacterium.
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TABELA 2 Diversidade de géneros e espécies de bactérias endofiticas isolados
de hastes e folhas de tomateiro ¢ pimentiio ¢ morfologia das colonias em meio
TSA.

N.°

ESPECIES/MORFOLOGIA DOS ISOLADOS .\ 4.

GENERO

Acinetobacter ~ A. johnsonii — bordos lisos, cor amarelada a creme, 3
exceto para o isolado n° 10, de cor branca, 34 mm de

didgmetro;

Bacillus B. amyloliquefaciens — bordos enrugados com circulo 7
branco no centro, bordos recortados, 0,5 a 3 cm de
didgmetro;

B. cereus — colonias brancas, bordo liso, 8-10 mm de
dimetro;

B. megaterium - colonias transhicidas, bordos lisos € 3-
4 mm de didmetro;

B. marinus — coldnias amareladas, bordo liso, 3 mm de
didgmetro;

B. mycoides — col6nias brancas, com circulos cremes no ]
centro, bordos lisos, 8 mm de didgmetro;

B. pumilus ~ coldnias cor creme, amarelada ou branca, 12
bordos recortados, 3-30 mm de didmetro; entretanto, os
isolados 6, 8, 27 e 39 apresentaram bordos lisos;

B. sphaericus — col6nias brancas, bordos lisos, 3-10 mm
de didmetro, porém, o isolado 43 apresentou bordo um
pouco recortado.

B. subtilis — colOnias brancas, bordos lisos a recortados,
5-7 mm de didgmetro; porém, o isolado 31 apresentou
colonia enrugada com crescimento para cima no centro,

«..continua...”
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“TABELA 2" Cont.”

Curtobacterium C-.“lmewfz — coldnias cremes, bordos lisos, 34 mm de )
didmetro;
K kristine — colonia amarelada no centro em circulos e 1

Kocuria bordo branco, bordos lisos, 2-3 mm de didmetro,

Microt ium M liquefaciens — colénias com circulos alaranjados no 1

centro ¢ bordos brancos, bordos lisos, 2-3 mm de
didmetro;

Paenibacillus T~ macerans — coldnias brancas com o centro alaranjado 4
e, ds vezes, toda alaranjada, com bordos lisos; porém,
um isolado apresentou bordo recortado;,

P. gordonae - colénia branca a leitosa nos bordos com
pequeno circulo no centro, bordo liso, 3-10 mm de

diémetro; 2

P. putida — coldnias brancas com o centro amarelado,
Pseudomonas com bordos lisos, 4-5 mm de didgmetro; l

S. aureus - colonias brancss, com bordos lisos, 4 mm de i

Staphylococcus didmetro;

Total = 8 géneros, 16 espécies ¢ 44 isolados. Com excegdo do isolado n. 26 de B.
pumilus que cresceu irregularmente, todos os demais apresentaram col6nias
circulares,

Em vagens de amendoim, Kloepper et al. (1992a) encontraram os
géncros Acinetobacter, Curtobacterium, Microbacterium. Os mesmos autores
encontraram, ¢m vagens, raizes e solo de rizosfera do amendoim Pseudomonas,
Staphylococcus. Em raizes de soja, mucuna ¢ mamona, Kloepper et al. (1992b)

encontraram Acinetobacter, Curtobacterium, Microbacterium e Pseudomonas.
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Yoshida et al. (2001), isolando de folhas sadias microrganismos
antagonistas & antracnose da amora, encontraram Bacillus amyloliquefaciens
como o mais forte.

5.2 Caracterizacao morfolégica e fisiolégica dos isolados endofiticos

As col6nias das espécies de Bacillus apresentaram bordos de lisos a
enrugados. Em B. pumillus, predominaram colonias com bordos enrugados, bem
como nas espécies B. subtilis e B. amyloliquefaciens. Nos demais géneros
identificados ocorreram sempre colonias com bordos lisos (Tabela 2). A
coloragdo das colonias variou de branca a amarelada, alaranjada ou creme. As
espécies B. pumillus ¢ B. marinus apresentaram colonias cremes e amareladas.
Acinetobacter johsonii e Curtobacterium luteum apresentaram colora¢@o creme.
Kocuria kristinae e Microbacterium liquefaciens apresentaram colOnias de
alaranjadas a amareladas, em circulos com bordos brancos. Paenibacillus
macerans apresentaram coldnias brancas com o centro alaranjado e, as vezes,
toda a colonia alaranjada. Colonias de Psewdomonas putida apresentaram
coloracdo branca com o centro amarelado (Tabela 2).

Faria (2003), encontrou isolados suspeitos de serem Bacillus tendo
colénias com bordos recortados como caracteristica morfologica. Colonias de
coloragdo amarelada foram encontradas por Centurion & Kimati (1994) e
identificadas como do género Bacillus.

Os 53 isolados de bactérias endofiticas testados ndo demonstraram
capacidade de produgiio de pigmentos fluorescentes (Tabela 3), o que confirma a
identificagdo feita por acidos graxos em que ndo se encontrou Pseudomonas
Sfluorescens. Entretanto, foi identificada a espécie Pseudomonas putida, mas néo
foi verificada a producdo de pigmentos fluorescentes caracteristicos. Cerca de
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82.00% dos isolados foram Gram positivos ¢ o restante Gram negativos. Esta
predominincia de bactérias Gram positivas esta correlacionada com a presenga
de Bacillus com 8 espécies identificadas e de uma espécie de Curtobacterium
luteum, uma espécie de Staphylococcus aureus, uma espécie de Microbacterium
liquefaciens, uma espécie de Paenibacillus macerans subgrupo B ¢ uma espécie
de Paenibacillus gordonae Paenibacillus macerans. As demais espécies,
identificadas como Acinetobacter johsonii, Pseudomonas putida ¢ Kocuria

kristine, sdo Gram negativas.
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TABELA 3 Caracterizagiio parcial dos isolados bacterianos endofiticos obtidos de folhas c hastes de tomate e pimentdo.

Planta | Isolado Identificagfio Caracterizacio parcial
hosp. n°, Solubilidade | Hidrolise | Hidrolise | Anacrobiosc | Fluorescéncia
em KOH de amido de em King B
__gelatina
Tomate
1 Acinetobacter - + + - -
Jolmsonii
2 TOM 2* + + + + N
3 Bacillus pumillus + - + - -
4 Tom 4 - - - + -
6 Bacillus pumillus + - + + -
7 B. megaterium + + - + N
8 B. pumillys + - + + -
9 Acinetobacter - + + + -
Jjohnsonii
10 A. johsonii - + + + -
21 | B. amyloliquefaciens + + - + -
22 | B. amyloliquefaciens + + - + -
23 Tom 23 + + - + .
24 Tom 24 - - + . -
25 Tom 25 + + + + -
26 | B. pumillus subg. B + + + + N
27 | B. pumillus subg. B + - + - -
28 | B. amyloliguefaciens + + - + -

“TABELA 3, Cont.”
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29 Paenibacillus + & + -
macerans subg. B
31 B. subtilis + + - +
32 | B. amyloliquefaciens + + + +
33 Kocuria kristinae - + + +
34 Microbacterium + - + + -
liquefaciens
35 Tom 35 - + + +
36 | B. amyloliquefaciens ok + + + -
37 Paenibacillus - + + + -
gordonae
38 Tom 38 - + g + -
39 B. pumillus + + + +
40 Paenibacillus + - + + -
gordonae
Al | B. amyloliguefaciens + + + +
42 B. sphaericus ++ - + + -
43 B. sphaericus + + + + -
44 B. marinus + + + +
45 B. sphaericus + - + + -
46 B. myeoldes i - + + -
47 Paenibacillus - + + +
| macerans
48 B. pumillus + - +

“TABELA 3, Cont.”
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49 B. pumillus + + + +
50 | B. amyloliquefaciens + - + +
51 B. pumillus + + + -
52 B. pumillus + + + +
Pimentiio
11 Pim 11 + -+ + +
12 B. pumilius + + 5 +
13 B. cereus + + + +
14 Paenibacillus - + : +
macerans
15 Paenibacillus - + + +
macerans
16 Curtobacterium + + + +
Tuteum
17 | Pseudontonas putida - + + +
18 Staphylococcus + + + +
aurens
19 B. subtilis + + + +
20 B. pumillus -+ + + +
33 B. sphaericus + + + +
54 B. sphaericus + - + E

- resultado negativo; + resultado positivo; * espéeie nio identificada




A producdo de amilase foi verificada em cerca de 71.15% dos isolados.
A capacidade de crescer na auséncia de O foi demonstrada por 84,61% dos
isolados. Esta capacidade relaciona-se, talvez, ao habito de parasitismo. ja que
eles foram isolados de tecidos internos de folhas e hastes de tomateiro e
pimentio, sendo, portanto, endofiticos. A capacidade de hidrolisar a gelatina fot
demonstrada por 81,1% dos isolados.

Kobayashi & Palumbo (2000) isolaram tanto bactérias endofiticas Gram
positivas como Gram negativas de muitas espécies de plantas, bem como
diversas espécies bacterianas endofiticas de uma mesma planta.

Dentre as bactérias Gram positivas, as pertencentes ao género Bacillus
tém se destacado como agentes de controle biologico de fitopatogenos (Guo et
al., 2004; Jetiyanon & Kloepper, 2002). Ishida (2004), ao fazer a caracterizagdo
fisiologica dos 4 isolados previamente selecionados para o controle da mancha
angular do algodoeiro, verificou que trés deles eram Gram positivos. Faria
(2003) isolou 220 bactérias de lodo de esgoto € 66,8% delas eram Gram
positivas.

Em outro levantamento, Kloepper et al. (19922) encontraram 6,9% de
rizobactérias (Pseudomonas gladioli, Bacillus pumilus e Bacillus sp.) capazes de
hidrolisar a gelatina ¢ 16,3% (Pseudomonas cepacia, Bacilus megaterium,
Clavibacter michiganense- 1707, 1761- 1769, 1776, Aureobacterium barkeri)
capazes de hidrolisar o amido. Kupper & Fernandes (2002) encontraram 94%
dos isolados com capacidade de hidrolisar o amido. Neves et al. (2003)
encontraram capacidade de hidrolise do amido e gelatina no isolado Bacillus
cerets.

Ishida (2004) encontrou, em 4 isolados de rizobactérias previamente
selecionados para o controle da mancha angular do algodoeiro, dois aerdbios
estritos e dois anaerdbios facultativos.
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6 CONCLUSOES

Foram identificados 8 géneros ¢ 16 espécies de bactérias endofiticas
entre 53 isolados obtidos.

O género Bacillus foi encontrado em maior freqiiéncia, com 9 espécies.

A maioria dos isolados de bactérias endofiticas encontrados em haste ¢
folhas de tomate e pimentio foi do tipo Gram positivos.
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CAPITULO 3

BACTERIAS ENDOFITICAS NO CONTROLE E INIBICAO IN VITRO
DO CRESCIMENTO DE XANTHOMONAS VESICATORIA, AGENTE DA
MANCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO



1 RESUMO

SILVA, Juliana Resende Campos. Bactérias endofiticas no controle ¢ inibigao in
vitro do crescimento de Xanthomonas vesicatoria, agente da mancha bacteriana
do tomateiro In: Bacterias endofiticas no controle da mancha (Xanthomonas
vesicatoria) e pinta (Pseudomonas syringae pv. tomato) bacterianas do
tomateiro. 2004. 160 p. Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Foram selecionados 53 isolados endofiticos, em varios ensaios empregando-se o
método de bacterizagio de sementes de tomate. As 5 melhores espécies
endofiticas na redugdo da severidade da mancha bacteriana foram: Bacillus
pumilus, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, PIM 11(espécie néio identificada)
¢ Paenibacillus gordonae. As inoculacdes das espécies endofiticas antes da
patogénica (Xv) proporcionaram sempre maiores reducbes da severidade da
mancha bacteriana do que a inoculacdo conjunta, tanto para as bactérias
produtoras de halo de inibigdo in vitro como para aquelas que ndo produziram
halo. Foram comparados diversos métodos de inoculagdo de bactérias
endofiticas empregando-se Bacillus pumillus e B. amyloliquefaciens e a bactéria
desafiante (Xanthomonas vesicatoria - Xv), destacando-se como os melhores a
bacterizagiio de sementes ¢ imigagdo da endofitica no solo. Dos 51 isolados de
endofiticas testados contra a inibigdo de Xv in vitro. apenas 22 produziram halo,
predominando o género Bacillus com 5 espécies: B. pumilus, B. pumilus
subgrupo B, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, ¢ 18 isolados. Os
demais isolados pertencem s espécies Pseudomonas putida (3 isolados) e
Acinetobacter johnsonnii. Todos esses isolados produziram halo de mibigdo com
12 horas de cultivo. Porém, Acinetobacter johnsonnii e B. pumilus produziram
halo em 6 horas de cultivo.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orentador) ¢ Edson
Amnpélio Pozza - UFLA
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2 ABSTRACT

SILVA, Juliana Resende Campos. Control of bacterial spot of tomato with
endophytic bacteria and in vitro antagonism studies of Xanthomonas vesicatoria.
In: Control of bacterial spot (Xanthomonas vesicatoria) and bacterial speck
(Pseudomonas syringae pv. tomato) of tomato by endophytic bacteria. 2004.
160 p. Dissertation (Master Program in Phytopathology) — Federal University of
Lavras, Lavras. Minas Gerais, Brazil. *

Using tomato seed bacterization method fifty three endophytic isolates were
screened, in several assays in greenhouse. The five best endophytic bacteria
species on the reduction of bacterial spot disease severity were: Bacillus
pumilus, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, PIM 11(non identified species),
and Paenibacillus gordonae. The inoculation of endophytic species before the
pathogenic (Xv) gave, always, greater reduction of disease severity of black spot
than simultaneous inoculation, either for halo-producing endophytic as non-
producing halo. Several methods of inoculation of endophytic bacteria were
tested using Bacillus pumilus and B. amyloliquefaciens and the challenging
bacterium Xanthomonas vesicatoria (Xv). Seed bacterization and inoculum
irrigation onto the soil were the best methods. Among fifty one endophytic
isolates tested against growth inhibition of Xv in vitro, only twenty two of them
produced halo, predominating the genus Bacillus with five species: B. pumilus,
B. pumilus subgroup B, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. megaterium; and
eighteen isolates. The remaining isolates belonged to the species: Pseudomonas
putida (3 isolates) and Acinetobacter johnsonnii. All those isolates produced
inhibition halo within 12 hours of culturing. However, Acinetobacter johnsonnii
and B. pumilus produced halo in six hours of culturing.

* Guindance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Edson Ampélio Pozza - UFLA
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3 INTRODUCAO

No Brasil, o tomate (Lycopersicon esculentum, Mill) situa-se entre as
hortalicas mais cultivadas, sendo produzido na maioria dos estados, porém, com
baixa produtividade e alto custo de produgdo em relagéo a outros paises (Lopes
& Santos, 1994). Varios fatores tém contribuido, para que isso ocorra e entre
eles estiio as doengas, as quais chegam a limitar o seu cultivo em determinados
locais e épocas do ano. As doengas bacterianas, particularmente, estio entre os
principais problemas fitossanitarios da cultura provocando perdas (Lopes &
Quezado-Soares, 1997) de até 100 % em certos casos (Lopes, 2000). Entre essas
bacterioses, destaca-se a mancha bacteriana, causada por Xanthomonas
vesicatoria (Xv) (ex Doidge 1920) (Vauterin et al., 1995) (= Xanthomonas
campestris pv vesicatoriay).

O controle para tal bacteriose tem sido amplamente pesquisado,
contzdo, devido ao rapido aumento da quantidade de inéculo e facil
disseminag#o, este controle em muitos casos, ndo tem eficiéncia, constituindo
assim um problema sério e de dificil solugdo. Nos ultimos anos. muitas
pesquisas t&m sido direcionadas para o controle biologico, o qual em muitos
casos. tem se apresentado altamente promissor (Soares, 1993).

Segundo ROBBS (1991), o biocontrole pela introdugéo ou manejo de
bactérias antagbnicas nos locais de colonizagdo do patdgeno ¢ um processo
econdmico ¢ compativel com os recursos das comunidades agricolas de baixa
renda, ndo causando impactos no ambiente, nem efeitos toxicos. Dentre as
bactérias antagonicas que vém demonstrando boa colonizagdo no rizoplano ou
sobrevivendo em saprogénese na rnizosfera, estdo espécies dos géneros
Pseudomonas, grupo fluorescente e Bacillus, os quais apresentam alto potencial

para o controle biologico. No caso das rizobactérias ¢ bactérias endofiticas, a
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natureza saprofitica e a presenca cosmopolita desses organismos, aliadas &
possibilidade de aplicacdo via sementes ou mudas e sua capacidade de
colonizacdo das raizes e ou se escapar da competicdo com outros
microrganismos da rizosfera, podem fazer desses organismos importantes
agentes do controle biolégico da mancha bacteriana do tomateiro, por meio da
indugdo de resisténcia ou antibiose. A indugd@o de resisténcia pode ser definida
como um processo de defesa ativa da planta, em que esta utiliza multiplos
mecanismos induzidos sisternicamente por agentes bidticos e abidticos ¢ que se
apresentam eficientes contra uma variedade de patogenos de plantas (Luz,
1996). Plantas expostas a um agente indutor t¢ém seus mecanismos de defesa
ativados ndo apenas no sitio de indugéio, como também em outros locais dele
distantes, de forma mais ou menos generalizada (Sticher et al., 1997).

Outro aspecto do controle bioldgico ¢ a inibigdo do crescimento de
fitopatégenos por antibiose, uma caracteristica altamente desejavel. Em alguns
casos, antibidticos de amplo espectro podem ser produzidos por um unico
antagonista.

Bactérias endofiticas no controle de bactérias fitopatogénicas t&m sido
pesquisadas por alguns pesquisadores (Colin & Chafik 1986; Van Buren et al.,
1993; Liu et al., 1995a, 1995b, 1995¢c; Nascimento, 1998; Assis et al., 1998;
Barreti, 2001). Entretanto, o controle de X. vesicatoria no Brasil tem sido
pesquisado com apenas bactérias da rizosfera (Silva et al., 2004; Halfeld-Vieira
et al, 2002) e por poucos pesquisadores. Dessa forma, objetivou-se, neste
trabalho, selecionar bactérias endofiticas isoladas de haste ¢ folhas de tomateiro
¢ pimentiio com capacidade para controlar a mancha bacteriana do tomateiro e
estudar a capacidade desses isolados em produzir metabolitos toxicos a

Xanthomonas vesicatoria in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 53 isolados de bactérias endofiticas obtidos de hastes €
folhas de tomate ¢ pimentio ¢ identificados pela anilise de acidos graxos em
cromatografo a gas e armazenadas em deep freezer a -80°C até utilizac@o nos

ensaios.

4.1 Seleciio de isolados bacterianos endofiticos de haste e folha de tomateiro
¢ pimentio no controle da mancha bacteriana do tomateiro e promocio do
crescimento das plantas

A selegdo entre os 53 isolados de bactérias endofiticas obtidos de caule
¢ haste de tomateiro ¢ pimentio e preservados em meio liquido peptona-glicerol
em ultrafreezer a -80°C, para o controle da mancha bacteriana do tomateiro, foi
feita em 3 ensaios. Para tanto, os isolados foram transferidos para placas de petri
contendo meio trypic soy agar (TSA) e incubados a 28°C em camara de
crescimento (BOD). Apos 48 horas, foram preparadas suspensbes com esses
isolados, adicionando-s¢ as placas solugdo salina de MgSO, 0,IM e
homogeneizando-se alca de Drigalsky. A concentracio das suspensbes foi
ajustada em espectofotometro para Tseorm = 20%.

Para a microbiolizagdo, sementes de tomateiro Santa Cruz Kada foram
desinfestadas superficialmente por meio de imersdo em hipoclorito de sédio 1%
por 5 minutos e, seguida, enxaguadas trés vezes em dgua destilada
esterilizada, ApOs secagem sobre papel de filtro, as sementes foram imersas nas
suspensdes bacterianas por 24 horas. A testemunha foi imersa somente na
solugdo salina. A seguir, as sementes bacterizadas foram deixadas por 2 horas
para secar em papel de filro ¢ semeadas em bandgjas contendo substrato
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plantmax. O transplantio foi realizado 20 dias apos a semeadura, deixando-se
quatro plantas por vaso.

Aos 28 dias apds a semeadura, realizou-se a inoculagdo das mudas por
pulverizacdo das folhas até o ponto de escorrimento, com suspensio de
Xanthomonas vesicatoria na concentragio de 108 ufc/mL (A540pm = 0,03). As

plantas permaneceram por 24 horas antes ¢ 24 horas apds a moculacio em
cimara umida, sendo posteriormente transferidas para casa de vegetagdo. Os
primeiros sintomas foram observados cerca de 8 dias apés a inoculago.

Os 53 isolados foram testados, imicialmente, em dois ensaios
empregando-se 43 isolados no primeiro ensaio ¢ 10 no segundo ensaio (Tabelas
2 e 3). Os 35 melhores isolados foram testados novameate em um tinico ensaio
(Tabela 4).

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetagdo, em delineamento
de blocos casualizados, com 5 repeti¢Ges.

Aos 7, 14 ¢ 21 dias apés a inoculagdo da bactéria desafiante (Xv), foram
realizadas as avaliagSes da severidade da doenga, seguindo-sc a escala de Sidhu
& Webster (1977). Esta avaliagdo seguiu um critério de notas variando de 0 a 4,
em que: nota 0 = 0% da area foliar atacada; 1 =25% ; 2 = 26% a 50%; 3 = 51%
a 75% e nota 4 = mais de 75% da érea foliar atacada. A altura até o coleto foi
medida com régua graduada, nas mesmas datas anteriormente citadas.

Foi avaliada também neste ensaio a capacidade dos isolados em
promover o crescimento da planta. Para isso, a altura do coleto até o dpice da
folha mais alta foi medida.

Os dados foram analisados pelo programa SISVAR 4.2 ¢ as médias
comparadas pelo Teste Scott-Knott (1974).
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4.2 Efeito da inoculaciio de bactérias endofiticas anterior e simultaneamente
a Xanthomonas vesicatoria

Foram empregados quatro isolados ndo produtores de halo de ibicdo,
Bacillus sphericus (isolados 33. 42, 43) ¢ Paenibacillus macerans (isolado 37) e
trés isolados produtores de halo de inibigdo, Bacillus megaterium (isolado 7),
Bacillus amyloliquefaciens (isolados 22 e 36) classificados entre os 35 melhores
isolados na redugido da severidade da mancha bacteriana do tomateiro (Tabela
4). Esses isolados foram cultivados em meio 523 (Kado & Heskett, 1970). A
concentragdo das suspensdes das bactérias endofiticas foi ajustada em
espectofotdmetro para Tsse = 20% ¢ a da bacténia fitopatogénica foi de 108
ufe/mL (A540nm = 0.03).

A inoculagdio de ambas as bactérias foi via pulverizacio de duas
maneiras: bactéria endofitica anterior a fitopatogénica em 4 dias ¢
simultaneamente.

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetagdo, em delineamento
de blocos casualizados, com 5 repetices. Aos scte, catorze dias apos a
inoculacio da bactéria desafiante (Xv), foram realizadas as avaliacGes da
severidade da doenga, seguindo-se a escala de Sidhu & Webster (1977). Os
dados foram analisados pelo programa SISVAR 4.2 e as médias comparadas
pelo Teste Scott-Knott (1974).

4.3 Comparacio entre métodos de inoculacio de bactérias endofiticas para
o controle da mancha bacteriana do tomateiro

Foram utilizados, neste ensaio, dois isolados de bactérias endofiticas,
considerados promissores em ensaios anteriores, conforme tratamentos descritos
na Tabela 1. Esses isolados foram transferidos para placas de petri contendo

meio 523 (Kado & Heskett 1970) e incubados a 28°C em cimara de crescimento



(BOD). Apés 48 horas. foram preparadas as suspensOes bacterianas
adicionando-se dgua e homogeneizando-se com a alga de Drigalsky.

TABELA 1 Métodos de inoculagdo de bactérias endofiticas em mudas de
tomateiro.

TRATAMENTOS

Irrigaciio do substrato (5 mL de suspensio)

Bacillus pumillus 24 h antes da semeadura
Bacillus amyloliguefaciens 24 h antes da semeadura
Bacillus pumillus 7 dias ap0s a germinagdo
Bacillus amyloliquefaciens 7 disas apos a germinagdo
Bacterizacio das sementes

Bacillus pumillus 24 h antes da semeadura
Bacillus amyloliquefaciens 24 h antes da semeadura
Bacillus pumillus 30 min antes da semeadura
Bacillus amyloliquefaciens 30 min antes da semeadura
Bacterizaciio 24 h antes da semeadura + pulverizacio aérea
Bacillus pumillus

Bacillus amyloliquefaciens

Pulverizacfio aérea

Bacillus pumillus

Bacillus amyloliquefaciens

Testemunha (pulverizacio apenas de Xv)
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A inoculagdo da bactéria desafiante Xv foi realizada quando as mudas
apresentaram o segundo par de folhas defmitivas e dois dias apds, nos
tratameatos de irriga¢do de substrato e pulverizagdo da parte aérea.

A concentraggo das suspensdes foi ajustada em espectofotdmetro para T
ssom= 20%. A suspensio do patogeno Xv foi ajustada para concentragio de 10°
ufc/ml (Ass00=0.03).

As plantas permaneceram por 24 horas antes ¢ 24 horas apos a
inoculacdo em camara umida, sendo posteriormente transferidas para casa de
vegetacdo. Os primeiros sintomas foram observados cerca de 8 dias apds a
inoculagdo.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento
de blocos casualizados, com 13 tratamentos, 5 repeticGes com 4 plantas em cada
vaso. Aos 7. 14 e 21 dias apds a inoculacdo da bactéria desafiante Xv, foram
realizadas as avaliaces da severidade da doenca, seguindo-se a escala de Sidhu
& Webster (1977). Os dados foram analisados pelo programa SISVAR 4.2 e as
médias comparadas pelo Teste Scott-Knott (1974),

44 Atividade antagonista in vitro de isolados bacterianos endofiticos a
Xanthomonas vesicatoria

Cinqiienta e trés isolados bacterianos endofiticos foram cultivados em
meio liquido 523 de Kado e Heskett por 24 horas a 28°C e transferidos para
placas de petri com meio 523 solido em 4 pontos eqiiidistantes. Cada isolado
endofitico foi semeado em 5 placas com alga de repicagem e incubados a
28°C/16 hs para Bacillus spp, ¢ 24 horas para os demais géreros, tempos estes
suficientes para as colonias apresentarem crescimento evidente. Decorrido o
tempo de incubagdo as placas foram invertidas, tendo sido colocado na tampa de
cada uma, Iml de cloroférmio, deixando-se por 30 minutos. As placas foram
entdo entreabertas e deixadas por mais 30 minutos para a volatilizagdo do
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cloroférmio. Em seguida. cada placa receben uma sobrecamada de meio semi-
sélido 523 fundente, ao qual foi incorporado 0,1 ml de suspensdo da bactéria
Xanthomonas vesicatoria e incubada a 28°C. Apds 48 horas, mediu-se o
didmetro dos halos de imibigdo formados.

45 Tempo de producio do halo de inibicio ao crescimento de Xv por
isolados bacterianos endofiticos

Foram empregados os isolados produtores de halo de inibigio do
crescimento de Xv com didmetro superior a 3 cm. Dessa forma, foram
selecionados 14 isolados pertencentes a 6 espécies. O cultivo dos isolados € a
produgdio de bacteriocinas foram feitos conforme descrito anteriormente. A
produgdo de bacteriocina foi avaliada as 6 e 12 horas apds a repicagem de Xv,
medindo-se o didmetro do halo de inibicdo formado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Seleciio de isolados bacterianos endofiticos de haste e folha de tomateiro
¢ pimentio no controle da mancha bacteriana do tomateiro e promogdo de
crescimento das plantas

No primeiro experimento, a severidade da mancha bacteriana do
tomateiro foi reduzida por todos os isolados endofiticos nas duas primeiras
avaliages e por trinta deles na terceira avaliacao (Tabela 2).

TABELA 2 Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) e
porcentagem de controle em tomateiros provenientes de sementes bacterizadas
por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

Isolados Sevendade (%) % de controle

1*Aval 2°Aval. 3*Aval 1*Aval 2°Aval 3% Aval
Bacillus pumilus (3) 13,172 3067a 3362a 7090a 539%9a 5326a
B. cereus (13) 13,302 2200a 3550a 7061a 6700a 5065a
C. luteum (16) 1390a 2995a 3550a 6928a 5507a 5065a
B. pumilus (8) 1435a 2980a 3830a 6828a 5530a 46,76a

B. amyloliguefaciens (32) 1460a 3375a 3320a 6773a 4937a 35385a
B. amyloliquefaciens (50) 1515a 3955a 4225a 6652a 4067a 4127a
Acinetobacter johnsonii (1) 1585a 31,00a 3505a 6497a 5350a 51 28a
B. amyloliquefaciens (41) 1635a 367a 4035a 6386a 4495a 439la

Tom 2 16,75a 3795a 3920a 6298a 4307a 4551a
B. megaterium (7) 1690a 2980a 3435a 6265a 5530a 5225a
“_.continua...”
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“TABELA 2, Cont.”

Pim 11 1725a 34302 3545a 61,88a 4855a 50,72a
B. pumilus (20) 1725a 35902 37,70a 6187a 46,15a 47,592
B. sphaericus (53) 1735a 3400a 3785a 6165a 4900a 4738a
B. amyloliquefaciens (36) 1745a 3525a 37,75a 6143a 47,12a 4752a
M. liguefaciens (34) 17902 3345a 4035a 6044a 4232a 4391a
B. sphaericus (54) 1795a 3640a 4245a 6033a 4540a 4099a
Tom 24 1800a 32802 3755a 6022a 5080a 4780a
P. macerans (47) 1800a 3465a 4680b 6022a 4802a 3494b
B. amyloliquefaciens (22) 1820a 3225a 4125a 59,77a 5162a 4266a
Tom 38 1855a 2755a 2680a 5900a 35867a 62,74a
Tom 23 1855a 3185a 30,1Sa 5900a 5222a 5809a
B. pumilus (39) 18652 3795a 4195a 5878a 4307a 4168a
B. sphaericus (43) 19,10a 27,75a 3460a 57,78a 5837a 5190a
B. subiilis 31) 19,152 3845a 39,55a 5767a 4232a 4502a
B. amyloliquefaciens (21) 19.75a 3060a 46,50b 5635a 54,10a 3536b
B. sphaericus (45) 20652 2780a 29852 5436a 5830a 5850a
Tom 4 20,74a 3435a 5520b 54,14a 4847a 2327b
B. pumilus (52) 2095a 3955a 54,50b 53,70a 4067a 24240b
P. macerans (37) 2105a 3365a 32,00a 5347a 4952a 5552a
B. amyloliquefaciens (28) 21,10a 41,15a 44,70b 5336a 2327a 3786b
B. pumilus (49) 21,15a 3280a 43,65b 5325a 50.80a 3932b
B. subtilis (19) 2135a 3805a 35652 528la 4292a 5044a
Tom 25 2145a 2960a 4680b 5260a 3560a 3495b
P. macerans subg. B (29) 22,102 2990a 42,60a 51,15a 55,15a 40,78a
B. sphaericus (42) 22,10a 3465a 3735a 51,15a 4802a 4808a
A. johsonii (9) 2255a 3630a 4535b 50,16a 4555a 3696b
B. pumilus (48) 2265a 4025a 5465b 4994a 3962a 2403b
Tom 30 22,70a 3555a 53,70b 4983a 4667a 2535b

“..continua...”
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“TABELA 2, Cont.”

P. puiida (17) 2290a 42%a 4405b 493%a 3565a 38,77b
S. aurens (18) 2330a 41,15a 4490b 4850a 3827a 3758b
A. johsonii (10) 23,702 3650a 2745a 4762a 45252 6184s
B. pumilus subg B (27) 2378a 3365a 37,10a 4751a 4952a 4343a
Tom 35 2480a 4290a 46,10b 4519a 3565a 3592b
Testemunha 4525b 66,50b 71,70b 000b 000b 000b

Médias seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si, pelo teste de
Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

No segundo ensaio, a severidade da mancha bacteriana foi reduzida por
5 isolados endofiticos em cada avaliagdo (Tabela 3). Entretanto, apenas as
espéceis Kocuria kristinae (isolado 33). Paenibacillus gordonae (isolado 40) e
Bacillus pumillus (isolados 6 € 51) reduziram a severidade de Xanthomonas

vesicatoria nas duas avaliacdes.

Na primeira série de selegdo, 35 isolados de diferentes espécies foram os
mais promissores na reducdo da severidade da mancha bacteriana do tomateiro,
os quais foram selecionados para o terceiro ensaio. Neste ensaio, cerca de 32, 31
e 34 isolados reduziram (P<0,05) a infeccdo de Xanthomonas vesicatoria
comparados a testemunha, na primeira, segunda e terceira avaliagdes,
respectivamente, em diferentes graus (Tabela 4). Entretanto, as espécies Bacillus
pumillus (isolado 6) e Bacillus amyloliquefaciens (isolado 22) reduziram a
severidade da mancha bacteriana nas trés avaliagdes (Tabela 4), de forma
superior a todos os outros isolados.
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Tabela 3 Severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) e
porcentagem de controle em tomateiros provenientes de sementes bacterizadas
por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

Isolados Severidade (%) % de controle
1° Aval 2° Aval. 1° Aval. 2° Aval.
K kristinae (33) 2575a 4375a 3897 a 2300a
P. gordonae (40) 275a 46,50 a 3482a 18,16 a
P. macerans (14) 2800 a 4500 a 33642 2080 a
B. pumilus subg. B(26) 3125a 54,74b 2593 a 364b
B. pumilus (6) 3200a 4325a 24,16 a 2388a
Pim 12 3525b 5250b 1645b 760b
B. marinus (44) 3550b 4825a 1586b 1508a
B. pumilus (51) 37.25b 58,75b 11,71b 3400
P. macerans (15) 4000b 61,00b 520b 7,36b
B. mycoides (46)  40,75b 58,75b 342b 3400
Testemunha 4225hb 56,75b 0,00b 000,

Meédias. seguidas por letras distintas nas colunas, diferem entre si, pelo teste de
Scott & Knatt a 5% de probabilidade.

Os dez melhores isolados na primeira avaliacio nem sempre mantiveram
este bom desempenho na segunda e terceira avaliagGes. Entretanto, os menos
eficientes na primeira avaliagio permaneceram como tais na segunda e terceira
avaliagdes. Os cinco melhores isolados quanto a redugdo da severidade da
mancha bacteriana foram: Bacillus pumillus (isolado 6), Bacillus
amyloliguefaciens (isolado 22), Bacillus megaterium (isolado 7). isolado PIM 11
e Paenibacillus gordonae (isolado 40) (Tabela 4).
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TABELA 4 Severidade da mancha bacteriana do tomateiro na segunda selecdo
dos isolados promissores de bactérias endofiticas

JSOLADOS SEVERIDADE
1 AVAL 2 AVAL 3 AVAL
Bacillus pumilus (6) 046a 100a 146a
Bacillus sphaericus (42) 046a 1,14b 204d
Bacillus sphaericus (43) 049a 1,33b 200d
Bacillus sphaericus (53) 0,50a 140¢c 200d
TOM 24 0,53 a 150¢ 180c¢
Bacillus amyloliquefaciens (22) 055a 1,06 a 150a
TOM 38 058a 1,57d 2,00d
Bacillus megaterium (7) 060a 1,22b 190¢
Paenibacillus macerans (37) 061a 140c¢c 1,70b
PIM 11 062a 0.86a 190c¢
Bacillus pumilus (20) 073b 1,58d 207d
Paenibacillus macerans (14) 0,73b 200e 278¢g
Bacillus sphaericus (45) 0,75b 146¢ 205d
Microbacterium liguefaciens (34) 0,75b 1,65d 185¢
Paenibacillus gordonae (40) 077b 127b 186¢
Bacillus subtilis (19) 0800 152¢ 205d
Bacillus pumilus (39) 085b 143¢ 185 ¢
Bacillus sphaericus (54) 085b 1,21b 223e
Bacillus cereus (13) 089¢ 1,69d 2,18¢
Acinetobacter jokmsonii (10) 093¢ 1,73d 223¢
Bacillus amyloliquefaciens (50) 098¢ 1,63d 1,96d
Bacillus amyloliguefaciens (32) 099¢ 1,724 227¢
Bacillus amyloliguefaciens (21) 1.00¢c 1.983e 236e
Acinetobacter johnsonii (1) 1,36 ¢ 1.86¢ 2,16e
Kocuria knistinae (33) 104¢ 1,71d 220d
TOM2 1,10d 2,10e 238e
TOM 23 1,14d 1.99e 242f
Paenibacillus macerans subg B (29) 130e 200e 226e
Bacillus amyloliguefaciens (36) 13le 185¢ "220e
Bacillus pumilus (3) 1,33e 223 f 274g
Bacillus pumilus subgrupo B (27) 1,35¢ 2,13e 253fF
Bacillus subtilis (31) 140e 222 f 252f
Curtobacterium luteum (16) 143 195e 233e
Bacillus amiloliquefaciens (41) 1,70 ¢ 220f 230e
Bacillus pumilus (8) 230h 260¢g 300h
TESTEMUNHA 145f 236f 29 h

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre 1, a 5% de
probabilidade, pelo Teste de Scott-knott.



Silva et al. (2004) obtiveram redugdo da severidade da mancha
bacteriana do tomateiro quando utilizaram a bactéria Bacillus cereus. Guo et al.
(2004), obtiveram reducdo de 63,4% a 78.5% na severidade da murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum), quando usaram uma formulagdo contendo

Bacillus sp, Serratia sp. e Pseudomonas sp.

Quarenta e dois dos 51 isolados no primeiro experimento promoveram
(P<0,05) o crescimento do tomateiro, na primeira avaliagdo; 29 deles também

reduziram a severidade da mancha bacteriana, nas trés avaliacGes, em
aproximadamente 60% (Tabela 5). Entretanto, nas segunda e terceira avaliacoes,
nio houve promogio do crescimento pelos isolados testados (Tabela 4).

TABELA 5 Altura das plantas de tomateiro provenicntes de sementes
bacterizadas por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

Isolados Altura (cm) -

1° Aval 2° Aval 3° Aval
Tom 3 2430a 2525a 2643 a
B. cereus (13) 28,11b 3140a 3250a
C. luteum (16) 29,80 ¢ 31.80b 3355b
B. pumilus (8) 29.25b 3248b 3491b
B. amyloliquefaciens (32) 3138¢ 32.73b 3431b
B. amyloliquefaciens (50) 3430¢ 36,65b 3730b
Tom 1 29,80 ¢ 3195b 33,15b
B. amyloliquefaciens (41) 3030¢ 32,13b 32.16a
Tom 2 27.35b 2890 a 2362 a
B. megaterium (7) 31,60c 34360 36,16b
Pim 11 26,68b 2896 a 30,25
B. pumilus (20) 30,75¢ 34000 3435b

“.continua_.”
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“TABELA 5°, Cont.”

B. sphaericus (33)

B. amyloiiquefaciens (36)
M. liquefaciens (34)

B. sphaericus (54)

Tom 24

P. macerans (47)

B. amyloliquefaciens (22)
Tom 38

Tom 23

B. pumilus (39)

B. sphaericus (43)

B. subtilis (31)

B. amyloliquefaciens (21)
B. sphaericus (45)

Tom 4

B. pumilus (52)

P. macerans (37)

B. amyloliguefaciens (28)
B. pumilus (49)

Pim 19

Tom 25

P. macerans subg, B (29)
B. sphaericus (42)

A. johsonii (9)

B. pumilus (48)

Tom 30

P. putida (17)

S. aurens (18)

3125b
3230c¢
3045¢
30,60 ¢
3385¢
3045¢
3160¢
3045¢
32.10¢
3380¢c
27.10b
31,50c¢
32,10c
3345¢
2845b
3375¢
28.10b
3155¢
28,10b
30,70¢
3453¢
3225¢
3325¢
29,80 ¢
28.70b
27,05b
33,15¢
2688b

32,15b
33,000
32460
3205b
36.85b
3285b
33,10b
32830
33,90b
35.10b
2745a
32960
3295b
3655b
30452
34200

29,10a

3380b
3065a
32,70b
36,30b
36,35b
3481b
3090 a
30,70 a
3035a
34430
2848 a

34050
3485b
33200
33300
37950
3585b
34850
3511b
3565b
37550
28,70 a
34500
3401b
38,15b
31,20a
35500
30,75a
34000
3185a
3380b
38.10b
37360
35660
3295b
3150a
3290b
3523b
2936a
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A. johsonii (10) 3190¢ 3545b 34860
Tom 27 2925b 31950 3235a
Tom 35 3135¢ 33850 3451b
Testemunha 2230a 3266b 3661b

Médias seguidas pela mesma letra pa coluna nio diferem entre si, a 5% de
prebabilidade, pelo Teste de Scott-knott. ’

TABELA 6 - Altura das plantas de tomateiro provenientes de sementes
bacterizadas por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

Isolados Altura (cm)

1° Aval 2° Aval
K kristinae (33) 42200 44400
P. gordonae (40) 4470b 46,11b
P. macerans (14) 41.65b 4538b
B. pumilus subg. B (26) 4106b 4235b
B. pumilus (6) 42,71b 46,01b
Pim 12 40,03 b 4383b
B. marinus (44) 42300 45,30b
B. pumilus (51) 45,15b 4926b
B. pumilus (51) 4515b 4926 b
P. macerans (15) 45950 47,70b
B. mycoides (46) 43,13b 47,110
Testemunha 3425a 3685a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nido diferem .entre .si, a.5% de
probabilidade, pelo. Teste de Scott-knott.
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No segundo experimento, todos os isolados testados promoveram
(P<0,05) o crescimento do tomateiro em relagdo a testemunha (Tabela 6).
Quatro deles também reduziram a severidade da mancha bacteriana em
aproximadamente 21,39% na primeira avaliagdo e 21,46% na segunda (Tabela
6).

5.2 Efeito da inoculaciio des isolados de bactérias endofiticas, anterior e
simultaneamente i fitopatogénica

As inoculagdes dos isolados endofiticos antes da Xv proporcionaram
sempre maiores redu¢des na severidade da mancha bacteriana do que as
inoculagbes simultineas (Tabela 7), tanto para as bactérias produtoras de halo de
inibicdo in vitro para Xv quanto para as n#o produtoras (Tabela 9). Supde-se que
a capacidade de lise de Xv pelas células bacterianas endofiticas como Bacillus
megaterium (isolado 7) e Bacillus amyloliquefaciens (isolados 22 e 36) nio
tenha sido suficiente para impedir que as colonias de Xv causassem a mancha
bacteriana no tomateiro. De fato, a Xv explora com grande eficécia uma fonte de
alimento que ¢ a célula viva da planta, a qual néo € explorada pela endofitica que
usa apenas o nutriente dos espagos intercelulares (apoplastos). Portanto, para
aumentar a eficicia das endofiticas na redugdo de doenga por Xv, ha necessidade
de inoculagdio antecipada em alguns dias a4 da Xv para, assim, disparar o
processo de inducdio de resisténcia da planta nas células sadias antes da
colonizagio pela Xv. Este fato foi demonstrado por Bashan & Bashan (2002)
trabalhando com Azospirillum brasilense (Ab) no controle da mancha bacteriana
pequena do tomateiro (Pseudomonas syringae pv tomato) em que a moculagio
antecipada de Ab foi o inico meio eficaz no controle dessa enfermidade.

94



TABELA 7 Severidade da mancha bacteriana do tomateiro, proveniente da
inoculacdo dos isolados de bactérias endofiticas anterior ¢ simultaneamente a

fitopatogénica.

ISOLADOS Modo de Severidade
inoculagio e ya) 2 Aval
Bacillus sphaericus (43) A 055a 166b
Bacillus amyloliguefaciens (22) A 069a 156b
Bacillus sphaericus (42) A 072a 1870
Bacillus amyloliquefaciens (36) s 099b 166b
Bacillus sphaericus (43) S 1,00b 1,79b
Bacillus sphaericus (53) A 1,05b 105a
Bacillus amyloliguefaciens (36) A 107b 159b
Bacillus amyloliquefaciens (53) S 1,08b 164b
Paenibacillus macerans (37) A L11b 2,18¢
Bacillus sphaericus (42) S 1,11b 188b
Paenibacillus macerans (37) S 1,12b 140a
Bacillus amyloliguefaciens (22) s 1,15b 208¢c
Bacillus megaterium (7) A 1,19b 1.86b
Bacillus megaterium (7) S 162¢ 204c¢
TESTEMUNHA - 1,72¢ 280d

A — ANTERIOR: iroculacdo da bactéria endofitica via pulverizagZo, 4 dias antes da
inoculagdo da bactéria fitopatogénica Xv

S — SIMULTANEAMENTE: inoculagio da bactéria endofitica, juntamente com a
bactéria fitopatogénica Xv, via pulverizagio

Médias seguidas pela mesma letra pa coluna ndio diferem entre s, a2 5% de
probabilidade, pelo Teste de Scott-knott.

5.3 Comparaciio entre métodos de inoculacfio de bactérias endofiticas para
o controle da mancha bacteriana do tomateiro

Todos os métodos de inoculacdo testados foram eficientes ro controle
da mancha bacteriana do tomateiro, diferindo significativamente da testemunha
(Tabela 8). Na ultima avaliagdo, plantas ndo tratadas com os isolados de
bactérias endofiticas (testemunhbas) apresentaram 67,5% da area foliar lesionada
enquanto que para as inoculadas pelo método de imrigacdo do substrato esse
mimero foi de 31,5% e para as tratadas por bacterizagdo de sementes, 45% da
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area foliar lesionada. Observou-se. ainda na ultima avaliagdo, maior (P< 0.05)
severidade da mancha bacteriana em todos os tratamentos que receberam a
endofitica em pulverizagdo. tanto isoladamente quanto em associagcd@o com a
bacterizagdo de sementes.

Na irrigagdo do substrato antes da germinacdo e na bacterizagdo de
sementes por 30 minutos ou 24 horas antes da semeadura, Bacillus pumillus foi
sempre melhor (P< 0,05) do que o B. amyloliguefaciens na redugio da
severidade da mancha bacteriana do tomateiro. Entretanto na pulverizaggo,
isolada ou em associacéio com a bacterizagdo, a melhor eficicia do B. pumillus
ndo foi comprovada. Dessa forma, o methor meio de inoculagdo do B. pumillus
foi por bacterizacio ou irrigacio do solo (Tabela 8).

A eficicia de todos os métodos de inoculag@o, comparados a testemunha
(Tabela 8), demonstra que a adaptagdo dessas bactérias em colonizar
internamente as plantas propicia-lhes a capacidade de multiplicarem-se em
ambiente com menor competi¢io, como ocorreria no solo e, portanto, mesmo
que o método ndo propicie penetragio de grande volume da suspensio
inoculante, provavelmente, devido & maior disponibilidade de alimento e falta de
competicdo, as endofiticas exercem eficazmente seu papel na redugdo da
severidade da doenca. Entretanto, houve diferencas entre isolados € métodos de
inoculagiio. A menor eficacia da inoculagdio por pulverizagdo talvez se explique
pelo menor mimero de locais de penctragdo na folha, comparados aos do sistema
radicular. Bactérias endofiticas entram na planta principalmente pélas raizes
(Kobavasti & Palumbo, 2000). Bashan & Bashan (2002) néio encontraram efeito
do Azospirillum brasiliense na redugdo da severidade da mancha bacteriana
pequena do tomateiro quando inoculada apds a patogénica € por isso,
propuseram o uso de A. brasilense em programas preventivos do controle da
doenga.
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TABELA 8 Severidade da mancha bacteriana do tomateiro proveniente de

diferentes métodos de inoculaco de bactérias endofiticas.

Tratamentos Avaliacées
1 2* 3

Irrigagio do substrato
B. pumillus 24h-antes da semeadura 066¢c 133¢ 126a
B. emylokiquefaciens 24h antes da semeadura 0,65¢c 122 164b
B. pumilius 7 dias apbs a germinagio 049 1,i6b 1,690
B. amyloliquefaciens 1 dias apés a germinacio 084d 132c¢c 193¢
Bacterizaciio das sementes
B. pumillus 24h antes da semeadura 075¢  L1lb 182¢
B. amyloliquefaciens 24h antes da semeadura 092d 135¢ 183¢c
B. pumillus 30 min antes da semeadura 074c 1,19b 138a
B. amyloliquefaciens 30 min antes da semeadura 085d 143d 187¢
Bacterizacio 24h antes da semeadura +
Pulverizacio aérea
B. pumillus 082d 1.34c 225e
B. amyloliquefaciens 074c 147d 222e¢
Pulverizacio aérea
B. pumillus 0,89d 136¢c 206d
B. amyloliguefaciens 034a 083a 202d
Testemunha 1,00e 149d 270f
Ccv 1082 6383 6,18

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n#o diferem entre si, a 5% de

probabilidade, pelo Teste de Scott-knott.

5.4 Atividade antagonista in vitro de isolados bacterianos endofiticos a

Xanthomonas vesicatoria

De acordo com o didmetro do halo de inibi¢do, as espécies bacterianas

foram classificadas em 4 grupos, sendo os grupos 1, 2, 3 e 4 constituidos,

respectivamente, por produtores de halo de inibigdo entre 0,2 a 09¢cm, 1 a 1.9

cm., 2 a 2,9 cm e maior que 3,0 cm. O maior nimero de isolados produziu halo

maior do que 3,00 cm, sendo classificados no grupo 4, na qual predominaram

espécies do género Bacillus, com destaque para B. amyloliquefaciens (Tabela 9).
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Dos 51 isolados endofiticos testados. 22 inibiram o crescimento de Xv in
vitro (Tabela 9). Desses, apenas B. subtilis (isolado 31), Pseudomonas putida
(isolado 17) e Bacillus amyloliquefaciens (isolado 21) ndo causaram halo de
inibicio em Pseudomonas syringae pv. tomato, em trabalho anterior (capitulo 4).
Dos 22 isolados produtores de halo de inibicdo, Bacillus pumillus (isolado 6),
Bacillus amyloliquefaciens (isolado 22) e Bacillus megaterium (isolado 7)
reduziram (P<0.05) também a severidade da mancha bacteriana do tomateiro
(Tabela 4). Provavelmente, tais isolados tém agdo antagonistica, isto €, inibem o
crescimento da Xanthomonas vesicatoria nos tecidos foliares do tomateiro. Por
outro lado. os isolados PIM 11 e a espécie Paenibacillus gordonae (isolado 40)
(Tabela 4) podem ter atuado apenas por inducdo de resisténcia nas plantas de

tomate.
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TABELA 9 — Agrupamento dos isolados bacterianos endofiticos de haste ¢
folhas de pimentdo ¢ tomateiro quanto ao didgmetro do halo de inibicdo in vitro
(cm) do crescimento de Xanthomonas vesicatoria.

Difimetro do hale Espécies e isolados de
de inibicao (cm) bactérias endofiticas
Grupo 1 (0.2 -0,9) Bacillus pumillus (isolados 6 ¢ 8)
Bacillus subtilis (isolado 31)
Grupo2(1,0-1,9) Pseudomonas putida (isolado 17)

Bacillus pumilius (isolado 39)

Grupo 3 (2,0-2,9) Bacillus amyloliquefaciens (isolado 21)
Bacillus pumillus (isolados 48 e 52)

Grupo 4 (>3,0) Bacillus megaterium (isolado 7)
Acinetobacter johsonii (isolado 9)

Bacillus pumillus subgrupo B (isolado
26)

Bacillus pumillus (isolados 20, 49 ¢ 51)

Bacillus amyloliquefaciens (isolados 22,
28,32,36,41 ¢ 50)

Pseudomonas putida (isolados 37 ¢ 47)

Entretanto, a quantidade de inibidor presente no halo parece nio ter
relagdo com a eficicia do isolado endofitico em reduzir a severidade da mancha
bacteriana, pois Bacillus pumillus (isolado 6), pertencente ao grupo 1, foi eficaz
na reducfio da severidade da doerga, bem como B. megaterium (isolado 7) e B.
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amyloliquefaciens (isolado 22) (Tabela 9). Portanto. dois métodos de agdo das
bactérias endofiticas ocorreram entre os melhores isolados endofiticos aqui
testados (Tabela 4). Guo et al. (2004) ¢ Romeiro et al. (2000) também
correlacionaram a inibigdo in vitro do crescimento de Raistonia solanacearum ¢
Pseudomonas syringae pv tomato com a reducdo da severidade da murcha e
pinta bacteriana. Assis et al. (1998), estudando o potencial antagénico de
bactérias endofiticas no controle da podriddo negra em repolho (Xanthomonas
campestris pv. campestris), verificaram 70,8% e 77% de redugdo da severidade
da doenca em casa de vegetacdo e campo, respectivamente.

Substincias produzidas in vitro por bactérias ndo patogénicas tém
atuacio nio so contra bactérias fitopatogénicas, mas também contra outros
microrganismos. Filtrados de cultura de Bacillus amyloliquefaciens
apresentaram efeito inibitorio in vitro do crescimento de vérios fungos ¢
bactérias, tais como Rosellinia nacatrix, Pyricularia oryzae. Agrobacterium
tumefaciens ¢ X. campestris pv. campestris (Yoshida et al, 2001). Resultados
semelhantes foram obtidos por Hiradate et al. (2002) no controle de
Colletotrichum dematium em amora e Kim & Chung (2004), trabathando com C.
lagenarium em melancia, indicando-os como bons candidatos ao biocontrole.
Yu et al. (2002) também obtiveram sucesso no biocontrole de Rhizoctonia solani
em soja com filtrados de B. amyloliquefaciens contendo iturin A, tanto em
ensaios in vitro quanto em casa de vegetagdo. Marie et al. (1996) também
obtiveram resultados positivos no controle de Botrytis cinerea em pos-colheita
de tomate com Bacillus amyloliquefaciens.
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5.5 Tempo de produciio do halo de inibicio ao crescimento de Xv por

iselades bacterianos endofitices

Todas as espécies endofiticas testadas produziram halo com 12 horas de

cultivo (Tabela 10). Entretanto, com 6 horas, apenas as espécies Acinetobacter

Jjohnsonii e Bacillus pumillus produziram halo inibindo o crescimento da

Xanthomonas vesicatoria. O tamanho do halo produzido variou de 0,5 a 1,63 cm

(Tabela 9). Os maiores halos foram produzidos pelas espécies Bacillus

anyloliguefaciens e Paenibacillus macerans.

TABELA 10 Tempo para produgdo in vitro de bacteriocina por seis espécies
bacterianas endofiticas e dimensdo do halo de inibicdo do crescimento de

Xanthomonas vesicatoria.
::cut'ep.q para produciio de ::!mnho do
A . rIoCing 0

Espécies bacterianas o 128 (cm; ido
Acinezobacier johsonii (Is0l. 9) + + 0,60/060
Bacillus pumillus (Isol.49) + + 0,50/0,77
B. amyloliquefaciens (Isol. 22) - + 0,69
Bacillus pumillus (Isol. 51) - + 1,29
B. amyloliquefaciens (Isol. 41) - + 1,06
B. pumillus subgrupo B (Isol.26) - + 1,22
Bacillus megaterium (Isol. 7) - + 0,76
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B. amyloliguefaciens (Isol. 28) - + 1,46
B. amyloliquefaciens (Isol. 32) - + 1,42
Paenibacillus gordonae (Isol. 40) - + 0,64
B. amyloliquefaciens (Isol.36) - + 1,63
Paenibacillus macerans (Isol. 37) - + 1,49
Bacillus pumillus (Isol. 20) - + 0,50
Paenibacillus macerans (Isol. 47) - + 0.85

+ resultado positivo - resultado negativo

A auséncia do halo de inibigdo com 6 horas de cultivo (Tabela 8) talvez
indique que a producdo de bacteriocina so se inicia apos a fase lag (laténcia ou
adaptacdo) de crescimento bacteriano. Doze horas de cultivo parece ser o limite
minimo para se iniciar a produggo de bacteriocina, pois o halo foi muito pequeno
neste periodo (Tabela 9). Em ensaios anteriores cultivaram-se estas bacténas por
24 horas e os halos de inibig#io alcancaram tamanhos superiores a 3 cm (Tabela
9).

As espécies Acinetobacter johsonii (isolado 9) e Bacillus pumillus
(isolado 41), produtoras de halo de inibicio com 6 horas de cultivo, ndo
produziram os maiores halos (Tabela 10). Dessa forma, a caracteristica relativa
ao tamanho do halo pode ser em fungdo da toxicidade da substincia ou
solubilidade em agua e n3o pela rapidez na sua produgdo
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6 CONCLUSOES

Bacillus pumilus, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, PIM 11(espécie
ndo identificada) e Paenibacillus gordanae foram mais eficazes na redugdo da
mancha bacteriana dentre os 53 isolados testados.

Maiores redugdes da scveridade da mancha bacteriana ocorreram
quando a endofitica foi inoculada antes da Xv.

Apenas 43% dos isolados testados inibiram o crescimento de Xv in

vitro,

Dos 51 isolados endofiticos testados in vitro, 22 inibiram o crescimento
da Xanthomonas vesicatoria, em diferentes intensidades.
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CAPITULO 4

BACTERIAS ENDOFITICAS NO CONTROLE E INIBICAO IN VITRO
DO CRESCIMENTO DE PSEUDOMONAS SYRINGAE PN TOMATO
LAGENTE DA PINTA BACTERIANA DO TOMATEIRO



1 RESUMO

SILVA, Juliana Resende Campos. Bactérias endofiticas no controle e
inibicdo in vitro do crescimento de Pseudomonas syringae pv. tomato. agente
da pinta bacteriana do tomateiro. In: Bactérias endofiticas no controle da
mancha (Xanthomonas vesicatoria) ¢ pinta (Pseudomonas syringae pv. tomato)
bacterianas do tomateiro. Lavras: UFLA, 2004. 160 p. (Dissertagdo - Mestrado
em Fitopatologia).*

Para avaliar o potencial de 53 isolados de bactérias endofiticas no controle da
pinta bacteriana do tomateiro, realizaram-se selegdes massais em casa de
vegetacdo € a seguir foi avaliado, in vitro. o antagonismo desses isolados sobre a
bactéria desafiante Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). A inoculagdo das
bactérias endofiticas foi feita por microbiolizacdo das sementes de tomate cv.
Santa Clara e da desafiante (Pst) por pulverizagdo. Aos 7, 14 ¢ 21 dias apos a
inoculagdo da Pst, foram realizadas as avaliacGes da severidade da pinta
bacteriana, bem como da altura das plantas. As espécies ¢ os isolados
bacterianos mais eficazes na redugdo da severidade da pinta bacteriana foram:
Acinetobacter johsonii (isolado 10), Bacillus pumillus (isolados 3, 12, 20, 39,
51). Paenibacillus macerans (isolados 37 e 47), PIM 11, Bacillus sphaericus
(isolado 45), B. amyloliquefaciens (isolado 50), TOM 2, TOM 24 ¢
Staphylococcus aureus (isolado 18). Mais de 50% dos isolados eficazes na
redugio da severidade foram da espécie Bacillus pumillus. Das espécies
endofiticas mais eficazes na redugdo da severidade da pinta bacteriana, Bacillus
pumillus e B. amyloliquefaciens inibiram também o crescimento da Pst in
vitro Virios dos isolados promoveram também o crescimento das plantas.

*+ Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador) e Edson
Ampélio Pozza - UFLA
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2 ABSTRACT

SILVA, Juliana Resende Campos. Control of bacterial speck of tomato with
endophytic bacteria and in vitro inhibition. In: Control of bacterial spot
(Xanthomonas vesicatoria) and bacterial speck (Pseudomonas syringae pv.
tomato) of tomato by endophytic bacteria. Lavras: UFLA, 2004. 160 p.
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)*

To asses the potential of fifty three isolates of endophytic bacteria on the control
of Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) in tomato, several screening were
done in greenhouse followed by the in vitro studies on antagonism of those
isolates to Pst. The inoculation of endophytic bacteria was dome by
microbiolization of tomato cv Santa Clara seeds. The challenging bacterium
(Pst) inoculation was done by spraying. At 7, 14 and 21 days after Pst
inoculation the assessment of bacterial speck severity was done, and height of
plants measured, as well. The most efficient endophytic species and isolates in
reducing disease severity were: Acinetobacter johsonii (isolate 10), Bacillus
pumillus (isolates, 3, 12, 20, 39, 51). Paenibacillus macerans (isolates, 37, 47),
PIM 11, Bacillus sphaericus (isolate 45), B. amyloliguefaciens (isolate 50),
TOM 2, TOM 24 and Staphylococcus aureus (isolate 18). More than 50% of the
endophvtic isolates efficient in reducing disease severity belonged to Bacillus
pumillus. From the most efficient endophvtic species group, the species Bacillus
pumillus and B. amyloliquefaciens inhibited the Pst growth in vitro. Several
bacterial isolates promoted growth of tomato.

* Guindance Committec: Ricardo Magela de Souza ~ UFLA (Major Professor),
Edson Ampélio Pozza - UFLA
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bacteriana do tomateiro com a aplicagdo do isolado UFV-101 em folhas por
atomizagao.

Como ainda sdo escassas as pesquisas relativas ao controle biologico da
pinta bacteriana do tomateiro, a busca por isolados bacterianos endofiticos
continua, com o objetivo de obter agentes potenciais mais eficazes ao controle
dessa enfermidade. Dessa forma, objetivou-se neste trabalho selecionar isolados
de bactérias endofiticas de diferentes espécies e géneros obtidas de folhas e haste
de tomateiro ¢ pimentio no controle da pinta bacteriana do tomateiro e estudar a
capacidade desses isolados em produzir metabélitos toxicos a Pst in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se diversas espécies ¢ géneros de bactérias endofiticas
isoladas de hastes ¢ folhas de tomate ¢ pimentio, identificadas pela analise de
acidos graxos em cromatografo a gés e armazenadas em ultrafreezer a -80°C até
a utilizac3o nos ensaios.

4.1 Selecdo, em casa de vegetacio de bactérias endofiticas para o controle
da pinta bacteriana do tomateiro e promocio do crescimento das plantas

Cingiienta ¢ trés isolados de bacténas endofiticas (Tabela 1),
preservados em meio liquido peptona-glicerol em ultrafreezer a —80 °C, foram
transferidos para placas de Petri contendo meio “trypic soy agar” (TSA) e
incubados a 28°C em camara de crescimento (BOD). Apos 48 horas, foram
preparadas suspensBes com esses isolados, adicionando-se as placas solucdo
salina de MgSO, 0,1M e homogeneizando-se com auxilio de al¢a de Drigalsky.
A concentragiio das suspensdes foi ajustada em espectofotometro para Tssam =
20%.

Para a microbiolizagdo, sementes de tomateiro Santa Cruz Kadé foram
desinfestadas superficialmente por meio de imersdo em hipoclorito de sédio 1%
por 5 minutos e, em seguida, enxaguadas trés vezes em agua destilada
esterilizada. Apos sccagem sobre papel de filtro, as sementes foram imersas nas
suspensdes bacterianas por 24 horas. A testemunha foi imersa somente na
solugdio salina. A seguir, as sementes bacterizadas foram deixadas por 2 horas
para sccar em papel de filtro ¢ semeadas em bandejas contendo substrato
plantmax. O transplantio foi realizado 20 dias apos a semeadura, deixando-se 4

plantas por vaso.
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TABELA 1 Isolados bacterianos endofiticos obtidos de haste e folhas de

pimentdo e tomateiro
ISOLADON° CULTURA ESPECIE IDENTIFICADA

1 Tomate .Acinetobacter johnsonii

2 Tomate -

3 Tomate  Bacillus pumilus

4 Tomate Pseudomonas fluorescens

5 - -

6 Tomate  Bacillus pumilus

7 Tomate  B. megaterium

8 Tomate  B. pumilus

9 Tomate  Acinetobacter johnsonii

10 Tomate Acinetobacter johnsonii

11 Pimentdo -

12 Pimentdo B. pumilus

13 Pimentio B. cereus

14 Pimentdo Paenibacillus macerans

15 Pimentio P. macerans

16 Pimentdo Curtobacterium huteum (Brevibacterium luteum)
17 Pimentdo Pseudomonas putida

18 Pimentdo Staphylococcus aureus

19 Pimentdo Bacillus subtieis

20 Pimentdo B. pumilus
21 Tomate  Bacillus amyloliquefaciens

22 Tomate B. amyloliguefaciens
23 Tomate -
24 Tomate -
25 Tomate -

26 Tomate  Bacillus pumilus subgrupo B

27 Tomate B. pumilus subgrupo B

28 Tomate B. amyloguefaciens

29 Tomate  Paenibacillus macerans subgrupo B
30 Tomate -
31 Tomate  Bacillus subtilis

32 Tomate B. amyloliquefaciens

33 Tomate Kocuria kristinae

34 Tomate  Microbacterium liquefaciens (Aureobacterium

liguefaciens)
35 Tomate -

¢“...continua...”
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“TABELA 1. Cont.”

36 Tomate  Bacillus amyloliquefaciens
37 Tomate  Paenibacillus macerans
38 Tomate -
39 Tomate  B. pumilus

40 Tomate  Paenibacillus gordonae

4] Tomate  Bacillus amyloliquefaciens
42 Tomate  B. sphaericus

43 Tomate  B. sphaericus

44 Tomate B. marinus

45 Tomate  B. sphaericus

46 Tomate B. mycoides

47 Tomate  Paenibacillus macerans
48 Tomate  Bacillus pumilus

49 Tomate  B. pumilus

50 Tomate B. amyloliquefaciens

51 Tomate B. pumilus -

52 Tomate  B.pumilus

33 Pimentdo Bacillus sphaericus

34 Pimentdo B. sphaericus

Aos 28 dias apos a semeadura, realizou-se a inoculagdo das mudas por
pulverizacdo das folhas até o ponto de escorrimento, com suspensio de
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) na concentragio de 108 ufc/mL
(A540nm = 0.2). As plantas permaneceram por 24 horas antes e 24 horas apos a
inoculagfio em camara vimida, sendo posteriormente transferidas para casa de
vegetagio. Os primeiros sintomas foram observados cerca de 8 dias apds a
inoculagdo.

Cinqienta e um isolados foram testados em trés ensaios empregando-se
19, 18 ¢ 14 isolados, respectivamentc (Tabelas 2, 3 e 4), conduzidos em casa de
vegetagio em delineamento de bloco casualizados, com cinco repeticges. Os 27
melhores isolados e espécies foram testados novamente em um inico ensaio

(Tabela 5). Aos 7, 14 e 21 dias apds a inoculagdo da bactéria desafiante (Pst),
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foram realizadas as avaliagbes da severidade da doenga, seguindo-se a escala de
Sidhu & Webster (1977).

Avaliou-se também. a promogdo do crescimento das plantas medindo-se
a altura até o coleto com uma régua graduada nas mesmas datas anteriormente
citadas.

Os dados foram analisados pelo programa SISVAR 4.2 e as médias
comparadas pelo Teste Scott-Knott (1974).

4.2 Atividade antagonista in vitro de isolados bacterianos endofiticos a
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)

Cingiienta e trés isolados bacterianos endofiticos foram cultivados em
meio liquido 523 de Kado & Heskett (1970), por 24 horas a 28°C. Placas de
petri com meio 523 solido foram preparadas ¢ semeadas com as bactérias
endofiticas em quatro pontos eqiiidistantes. Cada isolado endofitico foi semeado
em cinco placas com o auxilio de uma alga de repicagem e imcubado a 28°C/16h
para Bacillus sp. e por 24 horas para os demais géneros, tempos estes suficientes
para as coldnias apresentarem crescimento evidente. Decorrido o tempo de
incubagdo, as placas foram invertidas sendo colocado na tampa de cada uma 1ml
de cloroformio deixando-se por 30 minutos. As placas foram ento entreabertas
e deixadas por mais 30 minutos para a volatilizac@o do cloroférmio. Em seguida,
cada placa recebeu uma sobrecamada de meio semi-sélido 523 fundente, ao qual
foi incarporado 0,1 ml de suspensdo da bactéria Pst e incubadas a 28°C. Apos 48
horas, mediu-se o didmetro dos halos de inibigdo do crescimento de Pst pelos 53
isolados bacterianos endofiticos testados.
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S RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdio, em casa de vegetacio, de bactérias endofiticas para o controle
da pinta bacteriana do tomateiro e promocfio do crescimento das plantas

Primeira selecio massal

No primeiro ensaio, na primeira avaliacdo feita sete dias apds a
inoculacdo da Pst, observou-se que doze isolados endofiticos reduziram
significativamente a severidade da pinta bacteriana. A segunda avaliagdo, feita
quatorze dias apos a inoculacZo da Pst, demonstrou significativa reducdo na
severidade da pinta bacteriana pelas espécies Acinetobacter johnsonii (isolados 1
¢ 10), Paenibacillus macerans (isolados 15 e 37), Bacillus pumillus (isolados 3,
6, 12, 20, 27 ¢ 39), B. amyloliquefaciens (isolado 36), B. megaterium (isolado 7)
em relagio 3 testemunha. A porcentagem de controle variou de 26,74% a
41.09% em relagdo a testemunha (Tabela 2). No segundo ensaio, os melhores
isolados foram selecionados na 1%, na 2° ¢ na 3" avaliagdes. Dessa forma. os
melhores tratamentos foram PIM 11, Paenibacillus macerans (isolado 47),
Bacillus sphaericus (isolados 42 ¢ 45), Bacillus amyloliquefaciens (isolado 50).
A porcentagem de controle variou entre 34.6% e 44,6% (Tabela 3). No terceiro
ensaio, os melhores isolados foram selecionados quando a severidade foi
diferente (P<0,05) da testemunha nas tés avaliagGes. Dessa forma, os melhores
foram Paenibacillus macerans (isolado 29), Microhacterium liguefaciens
(Aureobacterium liquefaciens) (isolado 34), TOM (isolados 2, 23, 24 e 25),
Bacillus amyloliguefaciens (isolado 28) ¢ Bacillus pumillus (isolado 51), B.
sphaericus (isolado 43), Staphylococcus aurus (isolado 18) (Tabela 4). Nos 3
ensaios, destacaram-se 27 isolados em que a severidade da pinta bacteriana foi
menor (P<0,05) do que a testemunha dentro do critério descrito (Tabelas 2, 3, 4).
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TABELA 2 I° ensaio: severidade da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv
fomato) em tomateiros provenientes de sementes bacterizadas por diferentes
isolados de bactérias endofiticas.

ISOLADOS SEVERIDADE (%) % DE CONTROLE

12 Aval 22 Aval 1* Aval 22 Aval

Acinetobacter johsonii (10) 1420 a 1785a 3326a 4109 a
B. pumilus (12) 1145a 1800 a 46,18 a 4060 a
Paenibacillus macerans (37) 22,400 1855a 0.00b 38,78 a
B. pumilus (39) 27.15¢ 1865a 000c 3845a
B. pumilus (20) 1500 a 1875a 2950 a 38,12a
Acinetobacter johnsonii (1) 1500 a 1890 a 29,50 a 3763 a
Paenibacillus macerans (15) 17,75a 19,30 a 16,57 a 3631 a
.B. amyloliguefaciens (36) 2695¢ 1945a 000c 3581 a
B. pumilus (3) 1430a 2020 a 32,79a 3334a
B. pumilus (6) 12,80 a 2035a 3984 a 3284a
B. pumilus subg. B (27) 1285a 2200a 3960a 2740 a
B. megaterium (7) 1680 a 2220a 2104a 26,74 a
Tom 4 1625a 23,10b 2362a 23,77b
B. pumilus (8) 1420 a 23,70b 3326a 21,79b
Paenibacillus macerans (14) 2095b 24300 153b 1981b
Pseudomonas putida (17) 1995b 2435b 623b 1964 b
B. amyloliquefaciens (21) 2490¢ 24,50b 000¢ 19,15b
Acinetobacter johnsonii (9) 16,10 a 2535b 2433a 16,34 b
Baciltus pumilus subg. B (26) 2440¢ 26,10b 000c 13870
Testemunha 2125b 2995b 0,00b 000b

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 2° ensaio: severidade da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv
tomato) em tomateiros provenientes de sementes bacterizadas por diferentes
isolados de bactérias endofiticas.

ISOLADOS SEVERIDADE (%) % DE CONTROLE
1*Aval 2"Aval 3*Aval 1*Aval 2'Aval 3*Aval

Pim 11 970a 1160a 1420a 4926a 30,16a 4433a
B. cereus (13) 1020a 1582b 1990b 53342 4,76b 2199b
P. macerans (47) 10972 1580b 14,12a 4262a 488h 4464a
B. sphaericus (45) 1102a 1647b 1492a 42362 085b 4151a
B. sphaericus (42) 1140a 1445b 1520a 4037a 1301b 404l a
B. pumilus (48) 1160a 1340a 2065b 3933a 1933a 19050
B. amyloliquefaciens (50) 1240a 13,15a 1667a 35]14a 2083a 3465a
B. subtilis (31) 1392a 1555b 2652b 27,192 638b 395b
B. amyloliquefaciens (41) 1432b 1875¢ 2325b 25,10b 1287c 8386b
B. pumilus (52) 15,10b 15,70b 2282b 2102b 548b 10,540
B. amyloliquefaciens (32) 1535t 16,77b 17,102 1971b 095b 32,96 a
B. sphaericus (54) 1565b 1572b 21,20b 18,15b 536b 1689b
Pim 19 1645b 1627b 2352b 1396b 20,50b 7,80b
B. sphaericus (53) 1665b 2162d 2365b 1292b 000d 740b
Tom 35 1740c. 15,10b 2230b 899c 909b 12,580
B. pumilus (49) 18,12¢ 2230d 2540b 523c¢ 000d 043b
C. luteum (16) 1806¢ 1995¢ 2597b 554c¢ 000c 0000
Tom 38 1975¢ 18,75¢ 24,17b 329c¢ 000c 525b
Testemunha 19,10c 1660b 2550bh 000c 000b 000b

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 4 3° ensaio: severidade da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv
fomato) em tomateiros provenientes de sementes bacterizadas por diferentes

isolados de bactérias endofiticas.
ISOLADOS SEVERIDADE (%) % DE CONTROLE.
J1*Aval  2°Aval 3*Aval 1*Aval 2*Aval 3*Aval
P. macerans subg B (29) 1157a 2240a 1920a 5163a 40642 4278a
M. liquefaciens (34) 1242a 2390a 2090a 4808a 3666a 37712
Tom2 13,102 2365a 21,30a 4524a 3732a 3652a
S. aurens (18) 1332a 2432a 2102a 4432a 3555a 3736a
B. sphaericus (43) 1427a 2132a 1820a 4035a 4350a 4576a
Tom 23 1427a 2430a 2042a 4035a 3560a 30,14a
Tom 25 1430a 2340a 2042a 4022a 37,99a 3914a
Tom 24 1485a 1697a 1880a 3792a 5502a 4397a
B. amyloliquefaciens (28) 1500a 2365a 1867a 3730a 3732a 4436a
B. pumilus (31) 1505ab 24,10a 20,15a 3709a 36,I3a 39952
K kritinae (33) 1827b 27,70a 21,75a 2363b 2659a 3518a
B. amyloliquefaciens (22) 1887b 2222a 1982a 21,12b 41,11a 4093a
B. marinus (44) 2082b 2347a 2027a 1297b 3780a 395%a
P. gordonae (40) 2L12b 2495a 2125a 11,71b 3388a 3667a
Testemunha 2387b 3767a 3347b 000b 000a 0000

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si. pelo teste de
Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

A altura das plantas foi afetada pela inoculacdo de algumas bactérias
endofiticas. No primeiro ensaio, maior promocdo de crescimento ocorreu

quando o isolado 10 de Acinetobacter johnsonii foi inoculado no tomateiro.

Entretanto, na primeira avaliagio da altura, trés isolados bacterianos,

Acinetobacter johnsonii (10), TOM 4 ¢ B. pumilus (39), promoveram (P< 0,05)

o crescimento (Tabela 6). Nem todos os isolados que promoveram crescimento
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das plantas de tomateiro reduziram também a scveridade da pinta bacteriana. 0
isolado TOM4 promoveu o crescimento, porém, num primeiro €nsaio, ndo
afetou a severidade da pinta bacteriana, necessitando, contudo, uma melhor
investigagdo. Dois dos doze isolados que reduziram. a severidade da doenga
também promoveram o crescimento das plantas em aproximadamente 9,5% para
Acinetobacter johnsonii (isolado 10) e 202% para B. pumilus (isolado 39)
(Tabela 6).

TABELA 6 Altra das plantas de tomateiro provenientes de sementes
bacterizadas por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

ISOLABOS ALTURA (cm)
1* Avaliacio 2* Avaliaciio
Acinetobacter johsonii (10) 1900 a 24,70 a
B. pumilus (12) 1780b 2415a
Paenibacillus macerans (37) 1435¢ 21550
B. pumilus (39) 2085a 23,70 a
B. pumilus (20) 1680 b 2335a
Acinetobacter johnsonii (1) 1345¢ 2085b
Paenibacillus macerans (15) 1605¢c 2190b
B. amyloliquefaciens (36) 1560 ¢ 2225b
B. pumilus (3) 1590 ¢ 2230b
B. pumilus (6) 14,70 ¢ 20,85b
B. pumilus subg. B (27) 16,55b 2200b
B. megaterium (7) 1445¢ 20,30b
Tom.4 1895a 2425a
B. pumilus (8) 15,15¢ 22,20b
Paenibacillus macerans (14) 1565¢ 23,15a
Pseudomonas putida (17) 16450b 2170b
B. amyloliquefaciens (21) 1500¢ 2135b
Acinetobacter johnsonii (9) 18,00b 2440a
Bacillus pumilus subg. B (26) 16,70 b 2325a
Testemunha 17,35b 23,30a

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.
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No segundo ensaio, na primeira e segunda avaliacdes da altura, todos os
isolados bacterianos utilizados promoveram o crescimento das plantas de
tomateiro. Ja na terceira avaliagio, apenas 6 isolados dos 18 utilizados
promoveram .0 crescimento das plantas, entre os quais 3 isolados, Pim 11, B.
cerens (13) e B. sphaericus (45), promoveram o crescimento das plantas e,
concomitantemente, reduziram a severidade da doenga em 44,33%. 21.99% ¢
41,51%, respectivamente (Tabela 7).

TABELA 7 Alura das plantas de tomateiro provenientes de sementes
bacterizadas por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

ISOLADOS ALTURA (cm)
1* Avaliacio  2* Avaliacio 3" Avaliacio
Pim 11 26,10¢ 36,70¢ 50300
B. cereus (13) 2780¢c 3930¢c 54400
P. macerans (47) 2333b 3153b 42,19a
B. sphaericus (45) 2700¢ 3740c¢ 5000b
B. sphaericus (42) 24490 34,24b 4626 a
B. pumilus (48) 2630¢ 359¢ 4485a
B. amyloliguefaciens (50) 2465h 33800 4550 a
Tom 31 2433b 32,06b 4026 a
B. amyloliguefaciens (41) 2299hb 3293b 4929b
B. pumilus (52) 27,10¢ 36,80 ¢ 46,60 a
B. amyloliquefaciens (32) 2680 ¢ 34,70b 4360 a
B. sphaericus (54) 26,00 c 3580¢ 52,400
Pim 19 2390b 33,800 46203
B. sphaericus (53) 2680 ¢ 3360b 4274a
Tom 35 2700¢ 37,10¢ 48590b
B. pumilus (49) 2605¢ 33,800 4120a
C. luteum (16) 23360 32,11b 4048 a
Tom 38 27170¢ 3555¢ 4433 a
Testemunha 1740 a 2515a 3633 a

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.
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No terceiro ensaio, a altura das plantas nio diferiu entre os isolados
testados ¢ a testemunha (Tabela 8).

TABELA 8 Altra das plantas de tomateiro provenientes de sementes
bacterizadas por diferentes isolados de bactérias endofiticas.

ISOLADOS ALTURA (cm)
1* Avaliacio 2" Avaliaciio 3" Avaliacio
P. macerans subg B (29) 2140 a 33,11a 3929a
M. liquefaciens (34) 2025a 3085a 3600a
Tom 2 20,96 a 31,56a 3773a
S. aurens (18) 19,40 a 3400a 4000 a
B. sphaericus (43) 2250a 3265a 3690 a
Tom 23 2148a 32,30a 3688a
Tom 25 21,11a 3121a 36,76 a
Tom 24 2275a 3443 a 39,10a
B. amyloliquefaciens (28) 19,60 a 316la 3740a
B. pumilus (51) 2I65a 31,75a 3700a
K. kritinae (33) 23,50a 34,15a 39,15a
B. amyloliquefaciens (22) 22,10 a 3205a 3640a
B. marinus (44) 2073 a 30,55a 3540 a
P. gordonae (40) 2195a 31,18a 3631 a
Testemunha 21,70 a 2973 a 3403 a

Medias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott &
Knott, a 5% de probabilidade.

Segunda selecdo massal

Dos 27 isolados endofiticos selecionados anteriormente, apenas 14
reduziram a severidade da pinta bacteriana P(<0,05) em relacdo a testemunha
nas 2° e 3* avaliagdes: Acinetobacter johnsonii (isolado 10), Bacillus pumillus
(isolados 3, 12, 20, 39, 51), Paenibacillus macerans (isolados 37 ¢ 47), PIM 11,
Bacillus sphaericus (isolado 45), B. amyloliquefaciens (isolado 50), TOM.
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(isolado 2 e 24), Staphylococcus aureus (isolado 18) (Tabela 5). Portanto, mais
de 50% deles foram espécies de Bacillus.

TABELA § Severidade da pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv tomato)
em tomateiros provenientes de sementes bacterizadas pelos 27 melhores isolados
bacterianos selecionados anteriormente.

ISOLADOS SEVERIDADE (%) % DE CONTROLE

2° Aval 3* Aval 2* Aval 3* Aval

Acinetobacter johsonii (10) 30,00 a 3250a 4420a 3825a
B, pumilus (12) 3375a 32,50a 3722a 3825a
Paenibacillus macerans (37) 29,55 a 32,50a 4500 a 3825a
B. pumilus (39) 37,50 a 3375a 3025a 3587a
B. pumilus (20) 3875a 2625a 2792a 50,12 a
Acinetobacter johsonii (1) 33,75a 36,250 3722a 31,12b
Paenibacillus macerans (15) 3375a 38,75b 3722a 26,37b
B. amyloliquefaciens (36) 3250a 38,75b 39,55a 26,37b
B. pumillus (3) 28,75a 3250a 46,52 a 3825a
B. pumilus (6) 33,75a 36,250 3722a 31,12b
B. pumilus subg. B (27) 4750b 40000b 1165b 2400b
B. megaterium (7) 3250a 37,50b 39,55a 28,75b
Pim 11 3625a 33,75a 3257a 3587a
P. macerans (47) 2875a 2625a 4652 a 50,12a
B. sphaericus (45) 3500a 3125a 3490a 40,62 a
B. sphaericus (42) 33,75a 37,50b 3722a 28,75b
B. amyloliguefaciens (50) 42,75b 30,00a 20,480 43,00a
P. macerans subg. B (29) 4125b 41,25b 2327b 2162b
M. liquefaciens (34) 38754a 3750b 2792a 28,75b
Tom 2 32,50a 3250a 3955a 3825a
S. aureus (18) 3500a 32,50a 3490 a 38253
B. sphaericus (43) 3375a 36,25b 3722a 31,126
Tom 23 35,75a 4400b 33,50a 16400
Tom 25 37,00 a 42500 31,18a 1925b
Tom 24 45000 3000a 16,30b 4300 a
B. amyloliquefaciens (28) 4125b 4125b 2327b 2162b
B. pumilus (51) 3150a 3250a 4141 a 3825a
Testemunha 53,75b 52,500 0,00b 000b

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Scott &
Knott, 2 5% de probabilidade.
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A porcentagem de severidade mais baixa da pinta bacteriana foi de
26.25% quando s¢ aplicou P. macerans (isolado 47), corespondendo a 50,12%
de controle em relagdo a testemunha, destacando-se como o melhor isolado no
controle dessa fitobacteriose. Este isolado inibiu também o crescimento da Pst in
vitro. Contudo, a severidade da doenga variou de 26,25% a 38,75% nesse grupo

mais promissor (Tabela 5).

Silva et al. (2004a) investigaram se as rizobactérias selecionadas para
controle bioldgico da Pseudomonas syringae pv tomato em tomateiro
apresentavam também a caracteristica de promocio de crescimento. Assim, foi
observado que, para os antagonistas testados néo houve comrespondéncia entre a
capacidade de promover o crescimento de tomateiro ¢ proteger as plantas contra
o patdgeno desafiante. Portanto, tais resultados reforgam a divisdo, recentemente
proposta, dessas bactérias em dois grupo: 1) as que tém potencial para o controle
biolégico e 2) as promotoras de crescimento. Nesse contexto, Silva et al. (2004a)
testaram 28 isolados de rizobactérias para o controle da Pst e, destes, 10
reduziram a severidade em mais de 70%, havendo ainda destaque para dois
isolados que reduziram a severidade em praticamente 80%, mas nenhum destes

se caracterizou como promotor de crescimento.

Silva & Romeiro (2004) selecionaram 28 rizobactérias capazes de
reduzir a severidade da pinta bacteriana em até 60% em relagdo ao controle.
Fazendo dois novos ensaios, foi possivel selecionar apenas um isolado, UFV-
101 — Bacillus cereus, que se manteve efetivo. Para explorar melhor o espectro
de agdo desta espécie, Silva et al. (2004b) provaram a sua eficiéncia também no
controle de Alternaria solani, Xv, Oidium, Stemphylium solani e Corynespora

cassiicola, caracterizando este isolado como um possivel indutor de resisténcia.
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52 Inibicao do crescimento in vitro de Pseudomonas syringae pv tomato
(Pst) e relaciio com o controle da pinta bacteriana do tomateiro

Dos 52 isolados testados apenas 23 inibiram o crescimento da Pst in
vitro. Desses, Bacillus pumillus (isolados 3, 12, 20, 39, 51), Paenibacillus
macerans (isolados 37 ¢ 47) e Bacillus amyloliquefaciens (isolado 50) reduziram
(P< 0,05) a severidade da pinta bacteriana na ultima selegdo (Tabela 5). Dessa
forma, pode-se supor que esses isolados tenham diretamente causado lise nas
células bacterianas da Pst, isto ¢, agindo também por inibigao direta do seu
crescimento nos tecidos foliares. Por outro lado, isolados, como Acinetobacter
Johnsonii (isolado 10), PIM 11, Bacillus sphaericus (isolado 45), TOM (isolados
2 ¢ 24) e Staphylococcus aureus (isolado 18), talvez tenham reduzido a
severidade da Pst (Tabela 5) pela indugdo de resisténcia na planta de tomate,
pois ndo foram caracterizados como antagonistas a Pst. Entretanto, a quantidade
de substincias inibidoras in vitro parece ndo ter relago com a capacidade do
isolado endofitico em reduzir a severidade da doenca, pois, isolados com
baixa(+), média(++) e alta(+++) capacidade de inibi¢do reduziram a severidade
da pinta bacteriana na mesma intensidade (Tabela 9). Portanto, os dois métodos
de atuag@io das bactérias provavelmente ocomeram. nos isolados mais eficazes
aqui testados.

Romeiro et al. (2000) também comrelacionaram a inibigdo “in vitro” com
a severidade da pinta bacteriana, pois, dos trés isolados bacterianos do filoplano
selecionados em fung¢do do didgmetro do halo de inibigdo, dois proporcionaram
controle estatisticamente significativo.
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TABELA 9 Agrupamento dos isolados bacterianos endofiticos dp hasw ¢ folhas
de pimentio ¢ tomateiro quanto ao didmetro do halo de inibigdo (cm) de
Pseudomonas syringae pv tomato.

Didmetro do halo (cm) Espécies ¢ isolados de bactérias endofiticas

Grupo 1 (02-0,9) + Bacillus pumillus (isolados 3, 20, 48 € 52)
Bacillus subtilis (isolado 19)

Grupo 2 (1,0-1,9) ++ Bacillus pumillus (isolados 6, 8, 12,39 ¢ 51)
Bacillus megaterium (isolado 7)
Bacillus pumillus subgrpo B (isolados 26 ¢ 27)
Acinetobacter johnsonii (isolado 9)

Grupo 3 (2,0-2,9) +++ Bacillus amyloliquefaciens (isolados 28 ¢ 41)
Paenibacillus macerans (isolado 47)

Grupo 4 (> 3,0) +H-++ Bacillus amyloliquefaciens (isolados 22, 32, 36,
50)

Paenibacillus macerans (isolado 37)

Guo et al. (1996 e 2001) sclecionaram os isolados de rizobactérias
promotoras de crescimento como promissores agentes de biocontrole pela
combinagio do halo de inibicio formado e a capacidade de crescimento nas
raizes. Os isolados Serratia sp., Pseudomonas e Bacillus sp., que produziram
halo de inibigdo, foram testados por Guo et al. (2004) no controle da murcha
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, chegando a atingir de 63,3% a
94,1% de controle ¢ aumento a produtividade de 46,3% a 78,5%. Em fungdo do
bom desempenho destes isolados, ensaios com formulagdes foram realizados no
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periodo de dois anos, observando-se estabilidade e manutencio das
caracteristicas de biocontrole.
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6 CONCLUSOES

Dentre 53 isolados de bactérias endofiticas de tomateiro e pimentéo, 9
foram eficientes no controle da pinta bacteriana do tomateiro em casa de
vegetagio.

A espécie B. pumilus teve o maior nimero de isolados eficazes na
redugdo da pinta bacteriana do tomateiro.

Nove isolados de bactérias endofiticas cbtidas de pimentdo e tomate
promoveram o crescimento de plantas de tomate; dentre eles, quatro isolados
(Acinetobacter johnsonii — 10; PIM 11; Bacillus pumilus — 39, B. sphaericus —
45) também reduziram a pinta bacteriana do tomateiro em casa de vegetagdo.

A capacidade de inibigdo do crescimento de Pst in vitro foi observada
em 44.2% dos isolados endofiticos, tendo 34,8% desses isolados reduzido a
severidade da pinta bacteriana do tomateiro.
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CAPITULOS

EFEITO DE BACTERIAS ENDOFITICAS, ACIBENZOLAR-S-METIL,
ANTIBIOTICO E FUNGICIDAS NA REDUCAO DA SEVERIDADE DA
MANCHA BACTERIANA E NA PRODUCAO DE TOMATEIROS NO
CAMPO



1 RESUMO

SILVA, Juliana Resende Campos. Efeito de bactérias endofiticas,
acibenzolar-S-metil, antibiético e fungicidas na reduciie da severidade da
mancha bacteriana e na produgiio de tomateiros no campo. In: Bactérias
endofiticas no controle da mancha (Xanthomonas vesicatoria) e pinta
(Pseudomonas syringae pv. tomato) bacterianas do tomateiro. Lavras: UFLA,
2004. 160 p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitopatologia).*

O acibenzolar-S-metil (ASM) foi pulverizado isoladamente, seguido tanto da
aplicagdo da mistura em agua dos fungicidas chlorotalonil, mancozeb e
oxicloreto de cobre como das bactérias endofiticas: Bacillus pumilus, B.
amyloliquefaciens ¢ Paenibacillus gordonae. O antibidtico oxitetraciclina foi
usado em dosagem unica. As bactérias B. pumilus, B. amyloliquefaciens ¢ P.
gordonae foram aplicadas em pulverizacio da folhagem do tomateiro ou
irrigadas no solo da rizosfera. Na testemunha, nio foi aplicado nenhum produto
quimico e nem bactérias. A aplicagdo, tanto dos produtos quimicos como das
endofiticas, reduziu (P< 0,05) a severidade da mancha bacteriana do tomateiro.
Paenibacillus gordonae e B. amyloliquefaciens foram mais eficazes (P< 0,05)
em pulverizacdo, porém, B. pumilus foi indiferente a0 modo de aplicacdo. O
ASM aplicado isoladamente foi o tratamento mais eficaz (P< 0,05) na redugiio
da severidade da mancha bacteriana. Entretanto, nas aplicacSes simultineas,
tanto com a mistura de fungicidas como com as bactérias, sua eficicia foi
reduzida. A oxitetraciclina foi tdo eficaz quanto as bactérias testadas na redugo
da severidade da mancha bacteriana. A maior producgo (P< 0,05), dentre todos
os tratamentos, foi quando se utilizou B. amyloliquefaciens irrigado no solo ¢ a
menor na  testemunba. Em todos os tratamentos, a producdo foi
significativamente maior do que na testemunha, com destaque para as aplicagtes
dos isolados de B. amyloliquefaciens ¢ B. pumilus. O ASM, aplicado
concomitantemente com B. amyloliquefaciens ou B. pumilus, proporcionou
produgdo menor do que as aplicagSes isoladas dessas bactérias. Embora o ASM
aplicado isoladamente tenha sido o tratamento que mais reduziu a severidade da
doenga, a produgdo, entretanto, foi menor (P< 0,05) do que nas parcelas que
receberam B. amyloliquefaciens ou foram pulverizadas com B. pumilus.

*+ Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Orientador) e Edson
Ampélio Pozza - UFLA



2 ABSTRACT

SILVA, Juliana Resende Campos. Effect of endophytic bacteria,
acibenzolar-S-methyl, antibiotic and fungicides on the reduction of severity
of bacterial spot and on the yield of tomato in field. In: Control of bactenal
spot (Xanthomonas vesicatoria) and bacterial speck (Pseudomonas syringae pv.
tomato) of tomato by endophytic bacteria. Lavras: UFLA, 2004. 160 p.
(Disseration — Master Program in Phytopathology)*

The acibenzolar-S-methyl (ASM) was sprayed separately or followed, either by
application of water mixture of fungicides: chlorothalonyl, mancozeb and copper
or by endophvtic bacteria: Bacillus pumilus, B. amyloliquefaciens or
Paenibacillus gordonae. The antibiotic oxitetracyclin was used in one dosage
only. The bacteria: B. pumilus, B. amyloliquefaciens and P. gordonae were
applied by spraying on the foliage of tomato or imigated onto the soil
rhizosphere. The control plants did not received either chemicals or endophytic
bacterium. The application of chemicals or bacteria reduced (P< 0,05) the
disease severity of tomato bacterial spot. P. gordonae and B. amyloliquefaciens
were more efficient when inoculated by spraying the foliage. However, B.
pumilus was indifferent to the mode of inoculum application. The ASM applied
separately had the greatest efficacy in reducing discase severity. However, in
simultaneous applications followed, either by fungicides mixtures or by bacteria,
its efficacy was reduced. The oxitetracyclin and the bacteria had similar efficacy
in reducing severity of bacterial spot. Among all treatments, yield was highest
(P< 0,05) when B. amyloliquefaciens was irrigated onto the soil, and worst (P<
0,05) in control. In all treatments, vield was greater than control, but always
greater (P< 0,05) in plots that received scparately applications of B.
amyloliquefaciens and B. pumilus as compared to the remaining treatments. In
plots when ASM was applied simultancously with B. amyloliquefaciens or B.
pumilus the yield was lesser than in isolated application of those bacteria.
Although ASM applied isolated gave the best disease severity reduction, the
vield, however, was lesser (P< 0,05) than in the plots that received by B.
amyloliquefaciens or sprayed B. pumilus.

* Guindance Committee: Ricardo Magela de Souza — UFLA (Major Professor),
Edson Ampélio Pozza - UFLA
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3 INTRODUCAO

O tomate destaca-se entre as principais olericolas cultivadas no Brasil,
podendo ser utilizado para consumo “in natura” ou pela industria, na produgdo
de molhos ¢ extratos. Seu cultivo ¢ realizado em todo o pais, de pequenas hortas
casciras até produgdes comerciais em centenas de hectares (Lopes & Santos,
1994). No entanto, a produtividade da cultura, em especial do tomate rasteiro,
tem sido afetada por uma série de fatores. Dentre eles, destacam-se: época de
cultivo, hibrido utilizado, adubagdo, preparo do solo, competi¢io por plantas
daninhas e o ataque de pragas ¢ doengas. Existem mais de cem doengas que
atacam a cultura, prejudicando diretamente a producdio e qualidade do fruto
(Lopes et al., 2000 e 2001).

Dentre essas doengas, aquelas causadas por bactérias se destacam devido
20s prejuizos causados na planta ¢, principalmente, pela dificuldade de controle.
A mancha bacteriana, cujo agente etiologico € a Xanthomonas vesicatoria, pode
ocorrer em todo o ciclo da cultura, ocasionando prejuizos incalculdveis (Lopes
& Santos, 1994; Lopes, 20600 e 2001; Araijo et al., 2004).

O uso de antibidtico, apesar de dispendioso, ¢ razoavel na reducdo da
severidade e prejuizos causados pelas fitobacterioses e tem sido feito no campo
por produtores quando as condi¢des climaticas ndo sdo favordveis a doenca ou
quando a populac@io bacteriana ndo € resistente ao produto (Maringoni et al.,
1986; Kurosawa et al., 1998; Stadnick & Buchenauer 1999; Lopes, 2000; Araijo
et al., 2003). A aplicagdo de fungicidas, como oxicloreto de cobre, mancozeb e
chlorotalonil, tem efeito bacteriostatico (Kimati et al., 1995; Araijo et al., 2003).

Nas ultimas décadas, muitas pesquisas t8m demonstrado a eficicia de
bactérias ndo patogénicas na reducdo da severidade de fitobacterioses em casa
de vegetaciio (Bora et al., 1993; Jindal & Thind, 1994; Peixoto et al., 1995;
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Assis et al., 1996; Pabitra et al., 1996; Sindban et al., 1997; Romerro et al., 2000;
Barreti, 2001; Vieira-Junior et al, 2002; Halfeld-vieira et al., 2002 Guo et al.,
2004).

Silva et al. (2004a; 2004b; 2004c), Guo et al. (2004) e Silva & Romeiro
(2004) t¢m salientado a indugdo de resisténcia como o mecanismo mais provavel
da eficicia de bactérias ndo patogéncias no controle de fitobacterioses. Além
dessa indugio bioldgica, os indutores quimicos como acibenzolar-S-metil tém
sido amplamente estudados (Cole, 1999; Lows et al., 2001; Matheron, 2002;
Silva et al., 2003a, 2003b), embora necessitem de ensaios no campo.

Em ensaios anteriores, as espécies bacterianas Bacillus pumilus, B.
amyloliquefaciens, B. megaterium, PIM 11 (espécie ndo identificada) e
Paenibacillus gordonae demonstraram boa eficicia no controle de Xanthomonas
vesicatoria em casa de vegetagdo, criando assim expectativas sobre sua agdo no
controle dessa doenga no campo. Essa possibilidade enquadra-se na adogdo de
titicas que minimizam os danos causados por essas doengas sem, contudo,
prejudicar em demasia o meio ambiente.

Dessa forma, objetivou-se, neste trabatho, comparar a eficiéncia de
espécies bacterianas ja selecionadas em casa de vegetagdo e de aplicacdes do
acibenzolar-S-metil, em tomateiros atacados por Xanthomonas vesicatoria em

cultivo no campo, na redugdo da severidade da mancha bacteriana ¢ no aumento
da producéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalacéio e manejo das plantas empregadas no ensaio

O experimento foi conduzido em area cultivada anteriormente com
tomate no setor de olericultura da Universidade de Rio Verde (FESURV).

Procedeu-se a calagem 3 meses antes do plantio, aplicando-se 3
toneladas de calcario/ha.

A adubagio foi feita em fungdo da andlise de solo, sendo utilizados no
plantio 2.500 kg/ha da formula 8:16:16 (N:P:K). Utilizou-se também adubac3o,
via foliar, de sulfato de magnésio na dosagem de 1,2 kg/hd, 15 dias apds o
transplante das mudas. Posteriormente, foi realizada uma adubacdo de cobertura,
por ocasido do inicio do florescimento das plantas (35 dias apds o plantio),
sendo adicionados 90 kg/ha de N, na forma de uréia.

Foram utilizadas mmdas da cultivar Heinz 7155, suscetiveis @ mancha
bacteriana. O plantio foi realizado no dia 25 de maio de 2004. O transplantio das
mudas foi feito aos 15 dias apos a emergéncia. O espagamento foi de 0,6 m entre
linhas e 0,33 m entre plantas em cada linha, sendo utilizadas duas linhas por
canteiro.

Para o controle de plantas daninhas, foram utilizados os herbicidas
fluazifop-p-butil (Fusilade 125) I L/ha e metribuzin (Sencor 480) 1 L/ha, ambos
com volume de calda de 400 L/ha. As aplicacGes foram efetuadas 10 dias apds o
transplante das mudas. Cada produto foi aplicado separadamente a fim de se
evitar eventuais problemas de incompatibilidade. O intervalo de aplica¢do foi de
cinco dias.

O controle quimico de pragas foi realizado utilizando-se: Confidor-700
GRDA (imidacloprid), Tamaron (methamidophos), Orthene 750 BR(acephate) ¢
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Decis 25 CE (deltamethrin). O imidacloprid foi aplicado uma unica vez, sete
dias ap6s o transplante das mudas. Os demais produtos foram aplicados
alternadamente, visando eliminar o risco de resisténcia de pragas, com o
objetivo de amenizar os danos causados pela broca pequena (Neoleucinodes
elegantalis). A primeira aplicagdo foi feita 5 dias ap6s o transplante ¢ repetidas a
cada 7 dias, e a ordem de rotagdo dos produtos foi: methamidophos ~ acephate —
deltamethrin. Estas aplicagdes foram feitas até 15 dias antes da colheita, 80 dias
apos o transplante.

As plantas foram irrigadas por gotejamento, sendo fomecidos 10 mm de
dgua com tumo de rega de 48 horas. Além disso, utilizou-se irrigagdo por
aspersio a cada dois dias, para garantir a alta umidade (4gua livre) na folha e,
conseqiientemente, propiciar condicdes ‘para a incidéncia e severidade da
mancha bacteriana.

4.2 Obtenciio do inéculo e inoculacio das bactérias endofiticas Xanthomonas
vesicatoria

As bactérias endofiticas utilizadas neste experimento foram isoladas de
hastes e folhas de tomateiro, identificadas e mantidas em deep freezer (- 80°C)
na Universidade Federal de Lavras. As bactérias endofiticas foram
transportadas até a Fundagéio de Ensino Superior de Rio Verde - FESURV em
tubos de ensaio contendo o meio de cultura 523 de Kado & Heskett (1970)
(MB1). As trés espécies de bactérias endofiticas utilizadas neste ensaio foram
selecionadas por meio de trabalhos prévios realizados em casa de vegetagdo e as
mais promissoras foram utilizadas para compor o experimento no campo
(capitulo 3). A multiplicacdo do indculo foi realizada no Laboratério de
Fitopatologia da FESURYV, conforme técnicas laboratoriais recomendadas
(Mariano, 2000). A concentracdo das suspensdes de cada bacténa endofitica foi
ajustada em espectofotémetro para Tsgonm = 20%.
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. Dois. modos de aplicag@o dessas bactérias foram estudados: pulverizagio
foliar e irrigacdo do solo. Na.irrigagéo do solo, aplicaram-se 20 ml da suspensio
bacteriana ao redor do colo da planta ao final da tarde. Na pulverizagdo foliar
empregaram-s¢ 250 ml da suspensdo bacteriana por parcela constituida de 16
plantas. A pulveriza¢do foi feita com o atomizador costal, direcionando o jato
para os foliolos do tomateiro com. o cuidado de pulverizar até o total
escorrimento das folhas.

O isolamento da bactéria fitopatogénica (Xanthomonas vesicatoria) foi a
partir de folhas naturaimente infectadas de tomateiro, em meio 523 de Kado &
Heskett (1970), pela técnica das estrias paralelas. Posteriormente, a bacténa foi
incubada neste mesmo meio para a preparagio das suspensbes antes da
inoculag@do. A concentragdo da suspensdo bacteriana foi ajustada em
espectofotdmetro para As6=0,03, 0 que comesponde a, aproximadamente, a 10°
unidades formadoras de col6nia/mi (ufc/mi).

A inoculagdo de Xanthomonas vesicatoria foi realizada via pulverizagdo
foliar, trés dias apos a aplicagdo dos tratamentos. As plantas foram irmigadas por
aspersdo, 24 horas antes e apos a imoculagdo.
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4.3 Montagem do experimento, avalia¢io dos sintomas e producio

Os tratamentos utilizados no experimento estdo descritos na tabela 1.

TABELA 1 Modo, época de aplicagdo e concentragdo das bactérias endofiticas,
acibenzolar-S-metil, antibidtico e fungicidas, para o controle da mancha
bacteriana do tomateiro sob condi¢cSes de campo.

Testemunha .

Tratamento Modode Concentragio/doseg  Epocade
aplicacéio La/160L aplicacio
Acibenzolar-S-metil (ASM) Pulverizado 25 15d.at
Tratamento convencional (TC) Pulverizado 240+90+110 A cada 7 dias
ASM+TC Pulverizado 25+240+90+110 A cada7dias
Oxitetraciclina Pulverizado 100 A cada 7 dias
B. amyloliquefaciens Imigado T s500m = 20% 15dat
B. pumilus Trrigado T ssomn = 20% 15dat
Paenibacillus gordonae Imrigado T ssomm = 20% 15dat
B. amyloliquefaciens Pulverizado T sgonm =20% 15d.at
B. pumilus Pulverizado T sponm =20% 15d.at
Paenibacillus gordonae Pulverizado T ssoum =20% 15dat
B. amyloliquefaciens + ASM Pulverizado T sgoum =20% +2,5 15 d.at
B. pumilus + ASM Pulverizado T gom=20%+25 15dat
Paenibacillus gordonae + ASM  Pulverizado T sgorn =20% +2,5 15dat

TC =mancozeb + chlorotalonil e oxicloreto de cobre

d.a.t. = dias apés o transplante

Plantas testemunhas nao receberam aplicacdes dos produtos bioldgicos

ou quimicos descritos, porém, foram inoculadas com X. vesicatoria.
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No total, foram estabelecidos 14 tratamentos, organizados em 4 blocos
inteiramente casualizados, sendo de 2,31 m’ a parcela util. Cada bloco foi
constituido por | metro de largura e 42m de comprimento, com bordadura de
4,83 m nas duas extremidades.

Foram realizadas quatro avaliagies da severidade da doenca, com
intervalos de sete dias apos a primeira aplicagdo dos tratamentos. Seguiu-se a
escala de notas de Sidhu & Webster (1977), sendo avaliadas quatro plantas por
parcela.

Em cada parcela, as duas primeiras plantas e as duas tltimas de cada
extremidade ndo foram avaliadas. Apés cada avaliagdo, foi calculado o indice de
doencas (ID), em que:

ID = X das notas de cada parcela/n® de notas
As médias foram analisadas pelo Teste Scott-knott (1974) ¢ comparadas
com auxilio do programa SISVAR 4.2.

A produgdo foi avaliada ao término do experimento, quando os frutos
foram colhidos e pesados separadamente para cada parcela.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Severidade da mancha bacteriana

Nas quatro avaliaghes realizadas, com excegdo do tratamento em que
Paenibacillus gordonae foi wrigado no solo, todos os demais proporcionaram
redugSes significativas no indice de doencas (ID) e, conseqgiientemente, na
severidade, comparados a testemunha. Na primeira avaliacdo, os sintomas se
resumiram ao tergo inferior das plantas, enquanto na segunda os sintomas ja
foram encontrados no terco médio, com alta severidade no terco inferior (Tabela
2, 3). Nas duas primeiras avaliagdes observou-se a ocorréncia dos sintomas
pelos bordos das folhas, indicando, provavelmente, a penetragio de X
vesicatoria pelos hidatédios, conforme citado por Barretti (2001).

Segundo Assis et al. (1998) algumas bactérias endofiticas sdo eficientes
no controle de doengas bacterianas, inclusive em patossistemas envolvendo o

género Xanthomonas.
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resuitados no controle de Ralstonia solanacearum com aplicagdes por irrigagdo
do solo da bactéria Pseudomonas aeruginosa..

O ASM aplicado isoladamente em pulverizagdo foi o mais (P< 0,05)
eficaz na redugdo da severidade da mancha bacteriana em 3 das 4 avaliagGes
realizadas dentre todos os tratamentos. As misturas do ASM com bactérias
endofiticas reduziram a eficacia do ASM (Tabelas 2, 3 e 4). Dessa forma, tanto
as bactérias endofiticas como os fungicidas adicionados ao ASM nfio
propiciaram efeito aditivo.

Silva et al. (2003b) comprovaram a possibilidade de aplicagdo do ASM
por irrigagdo no solo para o controle da mancha bacteriana do tomateiro, o que
pode acarretar em redugdo no custo de producdo, uma vez que tal produto
podera ser aplicado via agua de irrigagdo. Resultados semelhantes foram obtidos
por Afoka (2000), trabalhando no controle do mosaico do pepino em tomateiro.
Imbar et al (1998) e Silva et al. (2003a, 2203b) obtiveram reducles
significativas na severidade da mancha bacteriana do tomateiro em plantas
tratadas com ASM, em ensaios em casa de vegetacdo. Ishida (2004), estudando
o patossistema algodoeiro x Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum, relatou
que ndo houve efeito aditivo quando se utilizou 0 ASM simultaneamente com a
rizobactéria L2-1. Segundo esta autora, a aplicacdo simultanea do ASM com a
rizobactéria reduziu também a atividade das enzimas responséveis pela indugdo
de resisténcia em relagio ao tratamento no qual o ASM foi aplicado
isoladamente.

Van Buren et al. (1993) observaram redugdo dos sintomas da podridio
anelar da batateira, causada por Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus,
utilizando isolados de bactérias endofiticas. Além disso, Pseudomonas
Sflourescens 89B-27 e Serratia marcescens 90-166 foram observadas como
indutoras de resisténcia em pepino a Pseudomonas syringae pv. lachrymans,

bem como a Fusarium oxysporum fsp. cucumerium ¢ Colletrotrichum
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orbiculare (Liu et al., 1995a, 1995b, 1995¢). Colin & Chafik (1986) relataram
que aplicagdes semanais de suspensdo de células de dois isolados de P.
Jfluorescens controlaram Pst com igual eficiéncia ao tratamento com compostos
cupricos. Ocorreu ainda um leve efeito residual em fungdio da capacidade das
bactérias de manter populacdo epifitica residual nas folhas de tomate.
Nascimento (1998) observou, em casa de vegetagdo, redugdo significativa na
incidéncia de R. solanacearum e C. michiganensis subsp. michiganensis em
tomateiro, com a utilizag#o de bactérias endofiticas.

O antibiético oxitetraciclina foi, na maioria das avaliagSes, menos eficaz
(P< 0,05) do que os tratamentos com ASM na redugdo da severidade da mancha
bacteriana, porém, tio eficaz (P< 0,05) quanto as endofiticas, exceto para
Paenibacillus gordonae aplicada via immigagao do solo. Oxitetraciclina reduziu a
severidade da .mancha bacteriana em torno de 28,85 % nas trés iltimas
avaliacdes (Tabelas 4).
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TABELA 4 Reducdo da scveridade da mancha bacteriana em plantas de
tomateiro cultivar Heinz 7155, em relacdo a testemunha, aos 7, 14, 21 ¢ 28 dias
apés o inicio das aplicacbes de bactérias endofiticas, acibenzolar-S-metil
(ASM), e chlorotalonil + oxicloreto de cobre + mancozeb (TC).

Tratamentos % de reduciio em relagio a testemunha
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
ASM 7437A 6428A 3726B 4406A
TC 7948A 3809B 3137B 27,11B
ASM+TC 820MA T143A 6078A 4745A
Oxitetraciclina 64,11B 26,19B 3333B 27.11B
Bacillus amyloliquefaciens (I) 5898B 26,19B 2941B 2033B
Bacillus pumilus (I) 4358C 26,19B 3333B 23,73B
Paenibacillus gordonae (I) 4358C 1429C 588 C 1288C
Bacillus amyloliquefaciens (P) 7693 A 28,10B 33,73B 3898A
Bacillus pumilus (P) 4872C 3334B 2746B 2033B
Paenibacillus gordonae (P) 4102C 3571B 2550B 1524B
Bacillus amyloliguefaciens + ASM (P) 6153B 309%B 2353B 2033B
Bacillus pumilus + ASM (P) 6153B 5476 A 2746B 2203B
Paenibacillus gordonae + ASM (P) 5898B 3809B 2550B 2033B

Testemunha

P — pulverizado; I - irigado no solo.

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente,
pelo teste de Scott-Knott, a 5 % de probabilidade.

52 PRODUCAO

Todos os tratamentos diferiram significativamente da testemunha,
proporcionando maiores produtividades (Tabela 5), refletindo assim a redugdo
da severidade da mancha bacteriana nas parcelas tratadas em comparagdo a
testemunha (Tabelas 2 e 3). O tratamento com Bacillus amyloliquefaciens
irrigado no solo, obteve a maior produtividade, que foi de 84,17 t/ha, enquanto a
testemunha teve o pior desempenho produzindo 61,45 t/ha. Porém, em todos os
tratamentos nos quais o B. amyloliquefaciens foi aplicado, ocorreram altas
produgdes, bem como na pulverizagio de Bacillus pumillus, formando assim
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quatro tratamentos com as maiores (P< 0,05) produtividades (Tabela 5). Por
outro lado, a reducdo da severidade da mancha bacteriana nesses quatro
tratamentos foi menor do que nos tratamentos em que sc¢ pulverizou ASM
(Tabelas 2 ¢ 3).

Dessa forma, além da eficicia na redugdo da doenga no campo essas
espécies bacterianas, B. amyloliquefaciens ¢ B. pumillus, com destaque para B.
amyloliquefaciens, devem promover o crescimento das plantas ¢ melhorar a
exploragio dos fatores envolvidos na produtividade como a eficicia
fotossintética e absorcio dos nutrientes do solo.

TABELA 5 Produtividade média de tomateiros em tha, com aplicacdes de
bactérias endofiticas, acibenzolar-S-metil, chlorotalonil + oxicloreto de cobre +
mancozeb, para controle da mancha bacteriana do tomateiro.

TRATAMENTOS Produtividade Gmhl: (:A)‘em
relacgio a
(t/ha) testemunha

ASM 7045C 14,65
TC 7365C 19,86
ASM+TC 7340C 1945
Oxitetraciclina 7045C 14,65
Bacillus amyloliquefaciens (1) 84,17 A 36,98
Bacillus pumilus (I) 7365C 1986
Paenibacillus gordonae (T) 7256 C 18,08
Bacillus amyloliquefaciens (P) 7954 B 2945
Bacillus pumilus (P) 7938B 29,18
Paenibacillus gordonae (P) 7281C 18,49
Bacillus amyloliguefaciens + ASM (P) 7786B 26,71
Bacillus pumilus + ASM (P) 73.65C 19,86
Paenibacillus gordonae + ASM (P) 7155C 1644
Testermmha 6145D 0,0

CV (%) 425 —

P - pulverizado; I - irrigado no solo.
Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-knott, a 5%.
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A bactéria P. gordonae, independente do método de inoculagdo,
proporcionou maior producdo (P< 0,05) no tomateiro do que a testemunha.
Entretanto, B. amyloliquefaciens, quando irrigado no solo, proporcionou maior
produgdo (P< 0,05) do que em pulverizagdo e B. pumillus, ao contrario,
proporcionou maior produgio quando pulverizado do que irrigedo no solo
(Tabela 5).

Trabalhos conduzidos por Hurek et al. (1994) evidenciaram que as
bactérias endofiticas s&o capazes de promover o aumento de produtividade em
plantas, em funcdo de uma série de beneficios que vdo desde a promogdo do
crescimento ¢ desenvolvimento das plantas até a indugdo de resisténcia a
fitopatogenos.

Ao se avaliar plantas tratadas com o antibidtico oxitetraciclina,
observou-se que o mesmo foi eficaz em relagé@o a testemunha, mas ndo se
destacou entre os melhores tratamentos (Tabela 5). Tal fato deve-se
provavelmente, a incidéncia de outras doengas, para as quais o antibidtico ndo
apresentou efeito desejado.

Embora todos os tralamentos com aplicagbes de ASM, tanto
isoladamente como associado a chlorotalonil + oxicloreto de cobre + mancozeb,
ou aplicacdes concomitantes com as endofiticas diferissem da testemunha, a
aplicag@io associada do ASM a B. amyloliquefaciens ou a B. pumillus reduziu
(P< 0,05) a produgdo, comparada com as aplicac3es isoladas dessas bactérias
(Tabela 5). Dessa forma, parece evidente que a atuacdo do ASM na planta
concorre com a produg3o, tornando menos eficaz o uso da bacténia endofitica no
aumento da produtividade. Como o ASM aplicado isoladamente promoveu
grande redugdo na severidade da mancha bacteriana (Tabelas 2 ¢ 3), esperava-se
que este efeito refletisse no aumento de produgdo além dos demais tratamentos,

ndo sd da testemunha, o que nio aconteceu (Tabela 5). Portanto, sugere-se que o
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ASM na sua atuagdo como indutor de resisténcia, gaste energia da planta, ndo
proporcionando aumentos mais expressivos da produtividade.

Em diferentes experimentos de campo com plantas de tomate (Lows et
al, 2001), pimentdo (Romero et al., 2001) e fumo (Cole, 1999), varios autores
relataram o possivel gasto de energia na interagio ASM e planta, em que a
aplicagdo de ASM semanalmente, em tomateiro € pimentdo ¢ cinco aplicagdes
nos campos de fumo, proporcionaram significativo controle da mancha
bacteriana ¢ mancha aureolada mas niio incrementaram a produtividade das
culturas.

Na auséncia de patogenos, a aplicagio quinzenal de ASM provocou
redugio na producdo e atraso na maturidade dos frutos de pimentdo, sugerindo a
presenga de um custo energético para a planta quando a resisténcia induzida é
expressa constitutivamente (Romero et al., 2001). Em campos de trigo, onde
doengas foliares estavam presentes, Stadnik & Buchenauer (1999) observaram
que o efeito protetor ocasionado por fungicidas tradicionais resultou em maior
produtividade, comparado a proporcionada pela protegio com o ASM, o que
interpretaram como um consumo de energia nas plantas induzidas.

Assim, observa-se efeito negativo do indutor em situagdes nas quais ele
¢ utilizado repetidas vezes ¢ ou em doses mais elevadas, principalmente na
auséncia de patogenos. Lows et al. (2001) mostraram que ASM alternado com
fungicidas cipricos foliares, de forma que o ativador fosse aplicado
quinzenalmente, possibilitou controle da bactéria ¢ aumento na produgdo de
frutos de tomate, fato nio obtido em 13 experimentos de campo nos EUA ¢ no
Canada, onde o ativador de plantas havia sido aplicado semanalmente em
tomateiro.

Matheron (2002) considera o ASM um produto interessante,
principalmente em greas com histérico de populagdes de fitopatogenos

resistentes a defensivos, como ¢é o caso de tomateiros atacados por X. vesicatoria
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ou P. syringae pv. lomato resistentes a cupricos, ¢ de locais infestados por
espécies de Phytophthora que sobrevivem no solo. Assim, estara auxiliando nos
programas de alterndncia de ingredientes ativos para reduzir a pressio de selegdo
de linhagens patogénicas resistentes.

Silva et al. (2004) conduziram experimento no campo, no qual a
rizobactéria foi aplicada via tratamento de sementes, isoladamente e em
conbinagéo com diferentes numeros de aplicacGes de clorotalonil na parte aérea.
Observou-se que todos os tratamentos proporcionaram redugdo da severidade da
pinta preta (4lternaria solani), mela (Phytophthora infestans) e septoriose
(Seproria lycopersici), em relagdo ao tratamento controle. A rizobactéria, em
combinagiio com o tratamento quimico, foi eficiente em condigdes de campo,
tanto protegendo as plantas quanto promovendo o aumento da produgdo. Os
tratamentos que proporcionaram o melhor controle foram aqueles que
envolveram o uso de 20 pulverizagSes com o fungicida clorotalonil. Contudo, o
tratamento envolvendo o uso da rizobactéria mais 10 pulverizagGes com o
fungicida foi tdo eficiente quanto 20 pulverizagdes com o fungicida, sem a

rizobactéria.
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6 CONCLUSOES

As aplicagdes de P. gordonae. B. pumilus e B. amyloliquefaciens
reduziram a severidade da mancha bacteriana e aumentaram a producdo do
tomateiro no campo.

A aplicagio de B. amyloliquefaciens proporcionou a maior produgdo
dentre todos os tratamentos.

A aplicagio do ASM reduziu a severidade da mancha bacteriana sem
proporcionar, no entanto, produgdo scmelhante ao tratamento com B.

amyloliquefaciens.
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