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RESUMO

BARRETTI, Patricia Baston. Murcha bacteriana do tomateiro e
possibilidades de seu controle por associagdo: endofitia, resisténcia induzida
e varietal. 2005. 141p. Tese (Doutorado em Fitopatologia) - UFLA, Lavras,
MG.* .

A murcha bacteriana é considerada uma das principais doengas das
solandceas, sendo o tomateiro uma das espécies de importancia econdmica mais
severamente afetadas. Geralmente, as maiores incidéncia da doenca ocorrem em
regides de alta temperatura € umidade do solo, tornando-se fatores limitantes a
tomaticultura. A utilizagdo de agentes de controle biolégico e de produtos
quimicos indutores de resisténcia tem sido consideradas titica promissora no
controle de vérias bacterioses. O presente trabalho teve como objetivos isolar e
selecionar bactérias endofiticas capazes de controlar a murcha bacteriana do
tomateiro e promover o crescimento das plantas, avaliar o potencial em conjunto
de bactérias endofiticas e gendtipos de tomateiro com diferentes niveis de
resisténcia no controle da murcha bacteriana € avaliar o efeito do ASM na
indugdo de resisténcia a Ralstonia solanacearum em tomateiro. Cento €
cingiienta isolados de bactérias endofiticas foram obtidos a partir de raizes,
caules e folhas de tomateiros sadios, provenientes de plantios convencionais e
hortas organicas, coletados em diferentes municipios de Minas Gerais. Todos os
isolados obtidos foram testados, em diversos ensaios em casa de vegetagédo,
quanto 2 eficiéncia na redugdo da severidade da murcha bacteriana e 3 promogao
de crescimento em plantas de tomateiro. Os isolados UFV-E34 e UFLA 25-LS
foram os mais eficazes na redugdo da doenga. Submetidos a testes in vitro, estes
isolados ndo apresentaram efeito inibitério direto a R. solanacearum. Os
diferentes genétipos de tomateiros tratados com os isolados endofiticos
selecionados apresentaram redugao nos sintomas da doenga, quando comparados
as respectivas testemunhas ndo tratadas. O isolado UFV-E34 foi mais eficaz do
que o UFLA 25-LS na associagio com as cultivares, com excegdo da cv.
Caraibe, que ndo apresentou diferenga significativa entre os isolados. Os
métodos de introdugio de bactérias endofiticas avaliados nio diferiram entre si.
A aplicagdo de ASM, tanto via pulverizacio foliar quanto irrigagdo do solo,
reduziu a severidade da doenga em relagio 2 testemunha nao tratada. As_doses
de manutengio do ASM (0,625, 1,25 ¢ 2,5g i.a/100L de agua) proporcionaram
redugdes intermedidrias da severidade, diferindo entre si e dos demais
tratamentos. Em relagdo as épocas de aplicacdo. nao houve diferenga quando o
produto foi aplicado uma ou duas vezes ap6s a inoculagio com R.
solanacearum. Os isolados UFV-EI7, UFV-E22, UFV-E25, UFV-E26, UFV-
E27, UFV-E29, UFV-EA49, UFLA 06-LS, UFLA 08-LS e UFLA 11-LS foram os



mais eficazes na promogio do crescimento das plantas de tomate. O isolado
UFV-EA49 apresentou melhor resultado para altura, drea foliar, nimero de folhas
e peso da matéria fresca e seca tanto da parte aérea quanto da raiz. Os isolados
UFLA 11-LS e UFV-E49 propiciaram a maior eficiéncia de absor¢do de P em
relacdo a testernunha. O isolado UFLA 11-LS também foi o mais eficaz nma
utilizagdo de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe ¢ Zn e UFV-E49 de Mn, embora os
maiores teores de N, P, K, Mg e Zn tenham sido encontrados na parte aérea das
plantas inoculadas com o isolado UFV-E49.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV e Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-orientadores).



ABSTRACT

BARRETTI, Patricia Baston. Tomato bacterial wilt and possibilities of its
control through the association of endophytic bacteria and induced and
variety resistance. 2005. 141p. Thesis (Doctorate in Phytopathology) - UFLA,
Lavras, MG.*

Bacterial wilt is one of the major diseases of Solanaceae, causing
severity infection in tomato plants, one species of economical importance.
Usually, the largest incidence of the disease occurss in areas of high temperature
and soil moisture. The use of biological control agents and chemical products to
induce resistance has been promising in the control of several bacterial diseases.
The present work had as objectives to isolate and select endophytic bacteria to
control tomato bacterial wilt and promote plant growth; to evaluate the potential
of endophytic bacteria and tomato genotypes with different resistance levels in
the control of bacterial wilt and evaluate the effect of ASM in the resistance
induction against Ralstonia solanacearum in tomato. One hundred and fifty
isolates of endophytic bacteria were obtained from roots, stems and leaves of
healthy tomato from commercial plantings and organic farms, collected in
different places in Minas Gerais State. All isolates were tested in greenhouse for
the efficiency to reduce the severity of bacterial wilt and to promote plant
growth in tomato. Isolates UFV-E34 and UFLA 25-LS were the most efficient in
reducing disease severity. In vitro studies those isolates did not inhibit the
growth of R. solanacearum. The different tomato genotypes trated with the
selected isolates of endophytic bacteria produced reduction in disease symptoms,
when compared to non treated plants. The isolate UFV-E34 was more efficient
than UFLA 25-LS in the association with the cultivars, except for cv. Caraibe in
which no significant difference among the isolates was oserved. The methods
used to apply endophytic bacteria did not differ to each other. Applications of
ASM, by foliar spraying or by soil drenching, reduced disease severity in
relation to untreated plants. The maintenance doses of ASM (0.625, 1.25 and
2.5g a.i./100L of water) provided intermediate reductions of the disease severity.
In relation to application time, there was no difference when the product was
applied whithin one or two times after the inoculation with R. solanacearum.
The isolates UFV-E17, UFV-E22, UFV-E25, UFV-E26, UFV-E27, UFV-E29,
UFV-E49, UFLA 06-LS, UFLA 08-LS and UFLA 1 1-LS were the most efficient
in promoting growth of tomato plants. Isolate UFV-E49 was the most efficient
in relation to height, leaf area, number of leaves, and fresh and dry weight of the
aerial part of plant as well as to the roots. Isolates UFLA 11-LS and UFV-E49
provided the highest rates of P uptake in relation to untreated plants. Plants
applied with isolate UFLA 1 1-LS were also the most efficient in the utilization



of N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe and Zn. UFV-E49 promoted the highest utilization
of Mn, although the largest contents of N, P, K, Mg and Zn were found in the
aerial part of plants inoculated with the UFV-E49.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Avdiser), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV and Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-advisers).



CAPITULO 1

MURCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO E POSSIBILIDADES DE
SEU CONTROLE POR ASSOCIACAQ: ENDOFITIA, RESISTENCIA
INDUZIDA E VARIETAL



1 INTRODUCAO GERAL

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al. (1995), é considerada a principal doenga vascular de etiologia
bacteriana encontrada no mundo, especialmente nas regides tropicais e
subtropicais, onde infecta virias espécies de plantas pertencentes a mais de 44
familias botanicas (Hayward, 1991).

Dentre as espécies vegetais de importincia econdmica suscetiveis i
doenga, as solandceas sao as mais severamente afetadas, ocorrendo grandes
perdas em culturas, como as de batata, tomate, pimentio, berinjela e fumo.
Amendoim, banana e gengibre sio exemplos de espécies nao pertencentes a
famflia Solanaceae também afetadas severamente pela murcha bacteriana (Lopes
& Reifschneider, 1999). No Brasil, a murcha bacteriana é fator de risco para a
producdo de batata em todas as dreas onde ela € cultivada. Para tomate,
pimentdo, berinjela e jil6, as maiores perdas foram observadas nas regides Norte
e Nordeste e em dreas de baixa altitude do Centro-Oeste (Lopes &
Reifschneider, 1999).

Pelo fato deste patégeno atuar no sistema vascular, ser habitante do solo
e estar associado a um grande nimero de espécies botanicas, o controle desta
bacteriose torna-se extremamente dificil (Lopes & Reifschneider, 1999). Como
medidas de controle podem ser citados o uso de cultivares resistentes, a rota¢éo
de culturas, a selecio de material de plantio livre do patégeno € o uso de
microrganismos antagonistas (Michel et al., 1996).

Centenas de espécies de plantas sdo relatadas como hospedeiras
suscetiveis, sendo pouco conhecido a que ragas ou biovares do patégeno estas
espécies sdo suscetiveis. A auséncia desta informagdo torma dificil o
estabelecimento das relagSes patégeno-hospedeiro, jd que uma planta pode ser

hospedeira de um ou mais isolados do patégeno, tormando problemitica a



escolha de culturas a serem utilizadas em programas de rotagdo. Ainda, a falta
de conhecimento sobre os isolados existentes em uma determinada drea,
dificulta e, as vezes, toma invidvel a selegdo de gendtipos resistentes em
programas de melhoramento (Hayward, 1994). Assim, a caracterizagdo de
populagdes bacterianas ocorrentes em diferentes regides geogréficas ¢
extremamente importante para o estudo da epidemiologia da doenca € ©
desenvolvimento de estratégias para seu controle.

Diante das dificuldades citadas, torna-se necessario o estudo de novas
alternativas no controle desta bacteriose. Dentro de um programa de manejo
integrado, o controle biolégico e os quimicos indutores de resisténcia vém
recebendo especial atengdo recentemente. O primeiro, por se tratar de um
método natural, de ocorréncia freqiiente na natureza, sem causar impactos ao
meio ambiente € nem efeitos toxicolégicos € 0 segundo, devido a sua condi¢do
de amplo espectro e inespecificidade, podendo auxiliar no controle de vdrias
doengas na mesma cultura. Dentro deste contexto, a utilizagdo de bactérias
endofiticas e do acibenzolar-S-metil surge como ferramenta promissora na
redugio da murcha bacteriana do tomateiro, oferecendo uma opg¢ao adicional
para o agricultor, complementar A resisténcia genética a doenga.

Dessa forma, objetivou-se, neste trabalho: isolar e selecionar bactérias
endofiticas capazes de controlar a murcha bacteriana do tomateiro € promover o
crescimento das plantas, avaliar o potencial em conjunto de bactérias endofiticas
e gendtipos de tomateiro com diferentes niveis de resisténcia no controle da
murcha bacteriana e avaliar o efeito do ASM na indugdo de resisténcia a R.

solanacearum em tomateiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A murcha bacteriana

O primeiro relato da murcha bacteriana foi feito nos Estados Unidos, em
1896, por Erwin F. Smith, afetando batata, tomate e berinjela (Vaughan, 1944).
No Brasil, a murcha bacteriana foi relatada por Von Parseval, em 1922, em fumo
e batata, no estado do Rio Grande do Sul (Takatsu & Lopes, 1997). Desde o
primeiro relato da doenga, foram divulgadas numerosas informagdes sobre a sua
ocorréncia, refletindo a ampla distribuicio do patégeno e sua importincia
econdmica.

O agente causal da murcha bacteriana foi descrito pela primeira vez por
Smith, em 1896, como Bacillus solanacearum e, desde entdo, vem recebendo
diferentes denominagGes. A nomenclatura dada em 1914 pelo préprio Smith, de
Pseudomonas solanacearum, prevaleceu por quase 80 anos, até que, em 1992, a
bactéria foi reclassificada, por Yabuuchi et al. (1992), como Burkholderia
solanacearum (Smith). Entretanto, menos de trés anos depois, com base na
andlise de lipideos ¢ de dcidos graxos, nas caracteristicas fenotipicas e na
homologia de DNA, foi novamente reclassificada, dentro do mesmo grupo,
porém, como um novo género, Ralstonia, para abrigar o grupo de homologia de
DNA distinto do grupo da espécie Burkholderia cepacia (Yabuuchi et al., 1995).
Neste novo contexto, o género Pseudomonas passou a ser apenas das espécies
fluorescentes (grupo I) e as fitopatogénicas nao fluorescentes ficaram
distribuidas entre os géneros Acidovorax no grupo Il e Burkhloderia e Ralstonia
no grupo II. O género Raistonia passou a abranger as espécies de R. pickertii e
de R. solanacearum (Yabuuchi et al., 1995).

Ralstonia solanacearum é uma bactéria gram negativa, aerébia estrita,

catalase positiva, em forma de bastonete reto ou levemente curvo (nunca



helicoidal), medindo 0.52 0.7 x 1,52 2.5 micrometros, mdvel por um a quatro
flagelos polares (raramente nio mével), ndo esporogénica, ndo fluorescente €
nio cresce a 40°C (Agrios, 2005).

Kelman & Jensen (1951) relataram que. quanto a morfologia, podem ser
observados diferentes tipos de coldnias: normais, cujas colonias sao lisas,
fluidas, irregularmente arredondadas € opacas, mutantes, de colonias redondas,
translicidas, rugosas e ndo fluidas. Os autores observaram ainda, que em meio
de cultura contendo tetrazélio, as coldnias normalmente mais virulentas sao
fisas, fluidas, irregularmente arredondadas, brancas ou levemente avermelhadas
no centro e as mutantes avirulentas, completamente vermelhas. Diferengas entre
tipos de coldnias e niveis de viruléncia estio relacionadas a presenca €
quantidade de um mucopolissacarideo extracelular da bactéria. Este patégeno
apresenta grande variagdo € a maioria dos isolados perde facilmente a
patogenicidade quando mantida em meio de cultura, sendo este fenémeno
relacionado a mutagdes que levam a variagdo da coldnia (Kelman & Sequeira,
1965).

Por se tratar de uma espécie complexa € de grande variabilidade, a
classificagio de R. solanacearum €m nivel subespecifico tem sido feita de
acordo com plantas hospedeiras, distribuigao geogréfica, patogenicidade €
propriedades fisioldgicas (Hayward, 1964).

Considerando-se as caracteristicas fisiolégicas, os isolados do patégeno
foram classificadas em quatro biovares, de acordo com a utilizagio de trés
agticares (lactose, maltose € celobiose) e de trés dlcoois (manitol, sorbitol e
dulcitol) como dnica fonte de carbono € na formagdo de 4cidos (Hayward,
1964). Mais tarde foi identificado o biovar V, o qual assemelha-se ao biovar I
(Hayward, 1994). J4 as ragas relatadas baseiam-se, principalmente, na gama de
hospedeiro que a bactéria infecta (Agrios, 2005; Hayward, 1964). A raga |

infecta um grande numero de plantas, incluindo batata, tomate, fumo e



solaniceas em geral. A raca 2 infecta banana e outras musdceas. A raga 3 é
considerada especifica da batata, mas estd associada também ao tomate e ao
pimentdo. A raca 4 infecta gengibre e a raca 5 amora (Hayward, 1991; 1994),

Dentre as vérias subdivisGes encontradas dentro de R. solanacearum, a
raca 3 apresentou o menor nivel de heterogeneidade. Esses resultados sio
consistentes com a classificag@o destes isolados em ragas e biovares, pois a raca
3, equivalente ao biovar II, apresentou o menor circulo de hospedeiras, sendo
basicamente limitada a batata (Hayward, 1991).

Em levantamento feito no Brasil, Reifschneider & Takatsu (1985)
verificaram a ocorréncia da murcha bacteriana em todas as regides do pais,
sendo evidenciada a existéncia das trés racas e trés das biovares descritas. O
biovar I ocorre em todas as regides geograficas, o biovar II ¢ mais comum no
sudeste, sul e centro-oeste e o biovar III ocorre com mais freqiiéncia nas regides
norte e nordeste. Os demais biovares nao foram detectados.

O patégeno R. solanacearum ¢ habitante do solo e invade o hospedeiro
através de injurias nas raizes ou em pontos de emergéncia de pélos radiculares ¢
raizes laterais. As injurias nas raizes podem ser causadas por nematéides,
implementos agricolas utilizados nas préticas culturais ou no transplantio das
mudas (Hayward, 1991; Kelman et al., 1994).

O aparecimento da murcha, inicialmente nas folhas superiores, ocorre
dentro de poucas dias nas plantas infectadas em condigGes favoriveis a doenga
(Akiew & Trevorrow, 1994). Os sintomas podem surgir em qualquer estadio de
desenvolvimento da hospedeira, entretanto, a murcha total é mais fregiiente
quando a infeccio ocorre em plantas jovens (Hayward, 1991). As seg¢des
longitudinais do caule de plantas infectadas apresentam fluxo bacteriano
caracterizado por exsudagiio de pus (Agrios, 2005). As plantas infectadas que
sobrevivem a murcha bacteriana apresentam nanismo, amarelecimento das

folhas murchas e, as vezes, estrias escuras sio formadas ao longo do caule e



peciolos (Goto, 1992). A epinastia dos peciolos € 0 desenvolvimento de raizes
adventicias sd0 comuns em tomateiros infectados (Agrios, 2005). Entretanto, a
expressdo dos sintomas varia com o hospedeiro e com as condigdes ambientais.

As plantas infectadas com isolados pouco virulentos ndo murcham, mas
apresentam sintomas de nanismo e formagdo de raizes adventicias (Goto, 1992).
Plantas suscetiveis murcham repentinamente, quando infectadas com isolados
altamente virulentos do patégeno, segundo Grimault et al. (1994) e Kelman et al.
(1994). Buscando explicar o mecanismo da murcha, e€sses autores extrairam
substincias de tomateiros inoculados com isolados altamente virulentos, de fraca
virulencia e avirulentos. Por meio de ensaios realizados com filtrados destas
substancias, verificou-se que um polissacarideo extracelular produzido pelo
isolado altamente virulento, mas nio pelo isolado avirulentp, foi o fator primdrio
na indugdo da murcha. Este polissacarideo aumentou a viscosidade do fluido
vascular, interferindo no movimento de 4gua nos vasos.

A bactéria sobrevive melhor sob condigdes de alta umidade do solo,
entretanto, a doenga também ocorre em solos bem drenados (Hayward, 1991),
sendo a severidade aumentada quando as plantas infectadas s3o expostas a seca
(Hayward, 1994). a

Alta temperatura também é requisito para favorecer o desenvolvimento
da doenca sob condigdes de campo. A temperatura Gtima esta entre 25°C a 35°C,
mas, em alguns casos, pode ocorrer murcha em batata em regides temperadas
(Kelman et al., 1994; Takatsu & Lopes, 1997).

O conhecimento da ecologia e sobrevivéncia da bactéria em solos
naturalmente infestados é de grande importdncia, pois a presencga de certas
plantas, hospedeiras ou nao, afetam a incidéncia da murcha no campo (Hayward,
1994). Viana (1995) constatou que vérias plantas consideradas ndo suscetiveis e
tradicionalmente cultivadas nos nicleos rurais do Distrito Federal, como

beterraba, cenoura, coentro, feijao, caupi, pepino, quiabo, repolho e salsa foram



capazes de manter elevada a populagio de um isolado da biovar I de R
solanacearum altamente virulento a batata e ao tomateiro.

A disseminagdo do patégeno ocorre, principalmente, por meio de
materiais propagativos infectados, tais como tubérculos de batata, rizomas e
mudas (Hayward, 1991). O uso de ferramentas’ contaminadas em praticas
culturais e 0 movimento de solo ou dgua de irrigagio contaminados podem ser
importantes fatores na disseminacdo da bactéria e introdugio da doen¢a em
novas areas (Hayward, 1994). Restos culturais infectados e tubérculos
assintomdticos deixados no campo podem ser importantes fontes de indculo para
culturas subseqiientes. A rdpida multiplicacio da bactéria em condicdes
propicias aumenta a quantidade de inéculo liberado pelas raizes de plantas
doentes e a infec¢do de plantas vizinhas. A exsudagio da bactéria em plantas de
fumo doentes pode ser distribuida as plantas sadias proximas, sob condi¢des de

chuva e vento (Hayward, 1991; Melton & Powell, 1991).

2.2 Métodos de controle da murcha bacteriana do tomateiro

O estabelecimento de medidas de controle da murcha € dificil devido a
sobrevivéncia do patégeno no solo, 2 ampla gama de hospedeiros € a
variabilidade da bactéria, principalmente quando as condi¢Ges ambientais sio
favordveis a doenca (Takatsu & Lopes, 1997). As medidas a serem adotadas
dependem da cultura, dos isolados do patégeno presentes, do conhecimento do
seu sitio de sobrevivéncia e dos modos de transmissao (Hayward, 1994). Dentre
essas estratégias, incluem-se a selegio de material de plantio livre do patdgeno, a
rotacdo de culturas, a eliminagdo de plantas invasoras suscetiveis e o uso de
microrganismos antagonistas e de cultivares resistentes (Michel et al., 1996). A
utilizagdo de produtos quimicos, incluindo antibiéticos e fungicidas ndo

apresentou sucesso no controle da doenga (Takatsu & Lopes, 1997).



Embora a bactéria sobreviva no solo por vérios anos, o cultivo
intercalado com culturas como arroz, milho, cana-de-actcar ¢ grama tem sido
usado para a redugio da populagdo do patégeno (Bringel, 1997).

Alguns agentes de controle biolégico, como Pseudomonas fluorescens €
Bacillus sp. promoveram a redugdo da doenga (Anuratha & Gnanamanickam,
1990; Agrios, 2005). H indicagbes de que 0 uso de mutantes avirulentos de R.
solanacearum também é promissor, entretanto, nenhum dos meios de controle
biolégico da murcha bacteriana alcangou o ponto de aplicagdo comercial
(Hayward, 1991).

O meio mais efetivo de controle da murcha bacteriana tem sido o
melhoramento visando resisténcia genética a doenga. No entanto, 0 €xato padrdo
genético de resisténcia para os vdrios isolados do patégeno ainda nio foi
definido para qualquer dos principais hospedeiros (Takatsu & Lopes, 1997).

Fontes de resisténcia 2 murcha bacteriana t&m sido relatadas em vdrias
espécies hospedeiras, tais como berinjela, batata e tomate, apesar de variedades
com alto nivel de resisténcia desenvolvidas em determinado local ndo se
desenvolverem bem em outras condigGes ambientais ou a outros isolados do

patégeno (Kelman et al., 1994).
2.3 Bactérias endofiticas

A teoria de que bactérias nao patogénicas residem em tecidos de plantas
foi formulada por Perotti (1926), citado por Hallmann et al., 1997. Porém,
estudos sobre a colonizagdo de tecidos internos de plantas sadias por bactérias
datam de 1870, com trabalhos de Pasteur e de outros pesquisadores (Hollis,
1951).

Desde 1940, as pesquisas relatam a presenca de bactérias endofiticas em

diferentes tecidos de diversas espécies de plantas, tais como raizes de cenoura,



beterraba, nabo e alfafa; tubérculos de batata e batata doce; caules de feijdo e
sorgo; raizes e caules de arroz, milho, algoddo e café; folhas de repolho,
rabanete, gerdnio e videira; flor de algoddo e frutos de tomate e melio
(Hallmann et al., 1997; Sturtz et al., 2000).

As bactérias jd isoladas de tecidos internos de plantas sadias
compreendem mais de 129 espécies, representando aproximadamente 54
géneros, dos quais Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e Agrobacterium sio os
mais comuns (Hallmann et al., 1997; Sturtz et al., 2000).

Os primeiros relatos consideravam as bactérias endofiticas como
contaminantes resultantes da desinfestagdo superficial incompleta ou como
patégenos fracamente virulentos (Hollis, 1951; Thomas & Graham, 1952).
Entretanto, pesquisas recentes tém demonstrado que bactérias endofiticas podem
promover o crescimento das plantas e reduzir sintomas de doengas causadas por
diversos patégenos (van Peer & Schippers, 1989; Frommel et al., 1991; Chen et
al., 1995; Pleban et al., 1995).

Existem vérias defini¢Ges para o termo endofitico que, em geral, inclui
bactérias e fungos (Chanway, 1996). As bactérias endofiticas foram definidas
por Kado (1992) como bactérias residentes dentro de tecidos de plantas vivas
sem causar dano ou beneficio, garantindo apenas residéncia. Porém, essa
definigdo é considerada bastante restrita, pois exclui a possibilidade das
bactérias endofiticas desenvolverem relagGes simbiéticas com seu hospedeiro.
Por outro lado, Quispel (1992) definiu como endofiticas apenas as bactérias que
estabelecem simbiose com a planta, por meio da qual a planta recebe um
beneficio ecol6gico com a presenga do simbionte, como aumento na tolerancia
ao estresse ou promogdo de crescimento. Entretanto, esta definicdo também é
restrita, pois, exclui bactérias que exercem efeito neutro ou desprezivel na
planta. Hallmann et al. (1997) consideraram como endofiticas as bactérias

isoladas de um tecido de planta desinfestado superficialmente ou entdo extraidas



de dentro da planta e que, aparentemente, ndo causem dano ao hospedeiro. Esta
definig@o inclui bactérias que colonizam os tecidos internos e apresentam efeito
neutro, bem como as simbiontes.

A técnica utilizada no isolamento € importante e limitante nas
investigagbes sobre bactérias endofiticas e baseia-se nas definigbes propostas
para o termo endofitico. Teoricamente, o procedimento de isolamento deve
recuperar somente a populagdo total interna da planta. Contudo, a desinfestagdo
superficial incompleta do 6rgao ou a penetragio do produto desinfestante nos
tecidos resultam na perda de alguns endofiticos (Hallmann et al., 1997).

Os procedimentos mais comuns empregados no isolamento de bactérias
endofiticas compreendem a trituragdo de tecidos de planta desinfestados
superficialmente (Hallmann et al.. 1997), a centrifugagdo (De Wit & Spikman,
1082) e a extragdo por bomba de pressdo (Hallmann et al., 1997) ou de vicuo
(Bell et al., 1995). A decisdo sobre o método a ser utilizado depende do nicho
fisico de interesse e de fatores dependentes da planta (espécie, idade e tecido),
bem como da viabilidade da fonte e do nimero total de amostras a serem
processadas. Cada técnica apresenta vantagens € desvantagens. Assim, cabe ao
pesquisador selecionar a técnica especifica mais adequada..aos objetivos da
pesquisa em questdo.

As bactérias endofiticas, por colonizarem o interior dos tecidos, possuem
vantagens no que tange sobrevivéncia em relagdo as bactérias residentes de
filoplano, pois ficam menos expostas as condigbes adversas do meio ambiente,

como flutuaghes de temperatura € umidade e exposigdo a radiagao ultravioleta.
Esta vantagem existe também em relagdo as rizobactérias, pois estas estdo
continuamente expostas i agdo dos antagonistas da microbiota do solo (Mclnroy
& Kloepper, 1995; Hallmann et al., 1997).
Evidéncias indicam que as bactérias endofiticas originam-se de

comunidades bacterianas da rizosfera e do filoplano. Comparagdes entre



comunidades bacterianas internas e externas de pepino, algodio e batata
mostram que quase todas as endofiticas também foram encontradas na rizosfera,
confirmando a hipétese de que microrganismos associados externamente as
raizes sdo capazes de colonizar, inicialmente, a endoderme € o cértex radicular e
entdo colonizar outros 6rgdos da planta (Sturtz, 1995; Kloepper et al., 1992a).

Geralmente, a entrada de bactérias nos tecidos da planta pode ser via
estématos, lenticelas, ferimentos (incluindo tricomas quebrados) e dreas de
emergéncia de rafzes laterais e radicelas. Entretanto, a principal entrada de
baciérias endofiticas sao os ferimentos, os quais ocorrem naturalmente durante o
crescimento da planta ou entdo, podem ser induzidos por fatores biéticos como
fungos, nematSides e insetos ou fatores abiéticos como aragdo, enxertia e podas
de raizes (Hallmann et al., 1997). Estes ferimentos nas raizes atraem as bactérias
endofiticas pela liberagdo de exsudatos radiculares, os quais servem de fonte de
nutrientes (Hallmann et al., 1997).

Além de entrarem nas plantas por penetragdo passiva, as bactérias
endofiticas também podem penetrar ativamente nos tecidos das plantas. Esta
hipétese foi sustentada pela presenga de enzimas celuloliticas e pectinoliticas
produzidas por endofiticas como Azoarcus sp., Azospirillum irakense e
Pseudomonas fluorescens. No entanto, estas enzimas sdo produzidas apenas para
penetragio na planta hospedeira e ndo ap6és a colonizagdo interna (Hurek et al.,
1994; Benhamou et al., 1996; Quadt-Hallmann et al., 1997a). Alids, a produgéo
constitutiva dessas enzimas ¢ indesejdvel, pois conferiria as bactérias endofiticas
caracteristica de patogenicidade (Collmer et al., 1992), devendo, portanto, ser
regulada em termos de quantidade e tempo de expressdo.

Uma vez dentro da planta, as bactérias endofiticas podem colonizi-la em
tecidos especificos ou sistemicamente (Hurek et al., 1994; Quadt-Hallmann et
al., 1997b; Patriquin & Dobereiner, 1978). O local de colonizagio especifico de

determinado isolado de bactéria endofitica parece sofrer influéncia da espécie do
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hospedeiro. Porém, em sua grande maioria, as bactérias endofiticas colonizam os
espacos intercelulares (Dong et al.. 1994; Hinton & Bacon, 1995; Hurek et al.,
1994; Patriquin et al., 1983). Apesar de nio ser tio comum, também existem relatos
mostrando a colonizagio intracelular (Frommel et al.,, 1991; Hurek et al., 1994,
Quadt-Hallmann et al., 1997a). No interior do hospedeiro, as fontes nutricionais
das bactérias endofiticas estdo nos fons K, Ca e, ocasionalmente, pequenas
quantidades de S, P e Cl nos espagos intercelulares (Canny & Huang, 1993)

Uma estimativa adequada da densidade populacional das bactérias
endofiticas ¢ dificil devido & sua distribuigio heterogénea pelos tecidos do
hospedeiro (Dong et al., 1994). Entretanto, segundo alguns trabalhos, existe um
nivel populacional étimo de bactérias endofiticas suportado pelo hospedeiro, 0
qual flutua dependendo da idade e da espécie da planta (Hallmann et al,, 1997).
Normalmente, as bactérias endofiticas sdo mais abundantes em raizes € partes
baixas de colmos e caules, decrescendo em diregao a parte superior da planta,
sendo, em média, 10° a 10° UFC/g de matéria fresca (Dong et al., 1994;
Frommel et al., 1991; Quadt-Hallmann & Kloepper. 1996; Pleban et al., 1995).
Trata-se de uma populagdo menor comparada 3 de bactérias fitopatogénicas.

As bactérias endofiticas também sdo encontradas em baixa concentragio
no sistema vascular, o que as caracteriza e diferencia das bactérias
fitopatogénicas sistémicas. Entretanto, ainda niio se sabe se este serve apenas
como um meio de transporte para as endofiticas ou se elas também se

multiplicam em seu interior (Hallmann et al., 1997).
2.4 Promogiio de crescimento de plantas por bactérias endofiticas
As bactérias endofiticas tém sido associadas a promogio de crescimento

em diversas culturas, incluindo tomate € alface (Bashan et al., 1989; van Peer &

Schippers, 1989). batata (Frommel et al., 1991; Sturtz, 1995; van Peer &



Schippers, 1989), milho (Hinton & Bacon, 1995; Lalande et al., 1989), pepino
(van Peer & Schippers, 1989; Kloepper et al., 1992b), arroz (Hurek et al., 1994)
e algodio (Bashan et al., 1989).

De acordo com Sturtz (1995), aproximadamente 10% das bactérias
endofiticas isoladas de tubérculos de batata promoveram o crescimento das
plantas. A introducio do isolado BH72 da bactéria endofitica diazotréfica
Azoarcus sp. em plantas de arroz também resultou em crescimento significativo
das plantas (Hurek et al., 1994).

Os efeitos na promogdo de crescimento incluem aumentos na altura, na
biomassa da raiz e do caule e na formacdo de pélos radiculares e foliares da
planta, na lignifica¢do de vasos do xilema ¢ na producio de tubérculos em batata
(Frommel et al., 1991; Sturtz, 1995; Pillay & Nowak, 1997). Segundo Frommel
et al. (1991), o isolado ndo fluorescente de Pseudomonas sp., PSIN, aumentou
significativarnente o mimero de raizes (24% a 196%), o peso da matéria seca da
raiz (44% a 201%). o comprimento do caule (26% a 28%}) e a formagido de pélos
foliares (55% a 110%) de plantas de batata.

Os principais mecanismos pelo quais as bactérias endofiticas promovem
o crescimento de plantas sdo a fixagdo de nitrogénio (Boddey & Dobereiner,
1995) e o controle biolégico de fitopatégenos, seja este pelo antagonismo direto
ou pela indugdo de resisténcia sistémica (Hallmann et al., 1997). No entanto, as
bactérias endofiticas também podem promover o crescimento de plantas pela
produgdo de hormdnios vegetais ou de substincias andlogas a estes reguladores
de crescimento (Arshad & Frankenberger, 1991; Bashan & Holguin, 1997;
Hallmann et al., 1997; Lazarovits & Nowak, 1997). Estes fitormonios atuam
diretamente na elongagdo e diferenciagdo celular, na emissdo de raizes, no
florescimento e no amadurecimento dos frutos.

Alguns isolados endofiticos de Pseudomonas, Enterobacter,

Staphylococcus, Azotobacter € Azospirillum sintetizam reguladores de



crescimento, como auxinas, citocininas, giberelinas e etileno, sugerindo a
produgio de fitormdnios como mecanismo direto envolvido na promogdo de
crescimento (Arshad & Frankenberger, 1991; Bashan & Holguin, 1997).

Um outro fator que contribui para 0 crescimento das plantas € a
capacidade de algumas bactérias endofiticas em aumentar a absorgdo de
nutrientes minerais e dgua e melhorar a disponibilizagdo destes nutrientes
(Halimann et al., 1997; Lazarovits & Nowak, 1997).

O género Azospirillum, além de ser diazotréfico, isto &, ser capaz de fixar
o nitrogénio atmosférico, também secreta fitormonios, principalmente auxinas e
promove o aumento da absorgio de nutrientes e dgua com conseqiiente
crescimento da planta (Schioter & Hartmann, 1998).

Por outro lado, Kloepper et al. (1991) verificaram que a promogao de
crescimento também pode ocorrer indiretamente, devido a supressio da microflora
deletéria pela introdugdo de bactérias endofiticas. van Peer & Schippers (1989)
observaram que plantulas de tomate tratadas com o isolado WCS417r de
Pseudomonas sp. aumentaram tanto o crescimento das plantas quanto a populagdo do
antagonista. Segundo os autores, a densa colonizagio do isolado deslocou os
organismos deletérios ao crescimento das plantas. De maneira semelhante, Shishido
et al. (1995) verificaram que isolados endofiticos de Bacillus sp. e de
Streptomyces sp. estimularam o crescimento de mudas de coniferas, controlando

os organismos responsdveis pela inibigdo do seu crescimento.
2.5 Bactérias endofiticas no controle biolégico de patogenos
As bactérias endofiticas colonizam um nicho ecoldgico semelhante ao

dos pat6genos de plantas, o que pode favorecé-las como potenciais candidatas a

agentes de biocontrole (Kloepper et al., 1992b).
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Hinton & Bacon (1995) isolaram a endofitica Enterobacter cloaceae de
milho e observaram inibigio in vitro a atividade de Fusarium moniliforme. De
maneira semelhante, Mukhopadhyay et al. (1996) verificaram que diversas
bactérias endofiticas isoladas de sementes de arroz exibiram forte atividade
antifingica in vitro contra Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum,
Gaeumannomyces graminis e Heterobasidium annosum. Bell et al. (1995)
verificaram que vdrios isolados endofiticos provenientes de seiva de videira
apresentaram atividade antagonista in vitro contra Agrobacterium vitis.

Brooks et al. (1994) selecionaram isolados de bactérias endofiticas
capazes de inibir in vitro o agente causal da murcha do carvalho, Ceratocystis
Jagacearum. Quando éstes isolados foram testados em casa de vegetagio, seis
reduziram a incidéncia da doenga em 39% e um deles, identificado como
Pseudomonas denitrificans, em 50%.

Os isolados endofiticos identificados como Aureobacterium saperdae
(INR-6), Bacillus pumilus (JM-1128), Phyliobacterium rubiacearum (JM-1137),
P. putida, isolados CE-186 ¢ 89B-6!1 e Burkholderia solanacearum (JM-869)
proporcionaram o biocontrole da murcha de fusirio em algodoeiro, causada por
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (Chen et al., 1995).

Bacillus prumilus, B. cereus e B. subtilis, provenientes de diferentes
hospedeiros, introduzidos em mudas de algoddo e feijao, promoveram redugdes
significativas na incidéncia de damping-off (Rhizoctonia solani) e murcha de
Sclerotium (Sclerotium rolfsii), com varia¢fes de 46% a 56% e 26% a 79%,
respectivamente (Pleban et al., 1995).

A introdugdio da endofitica E. cloaceae (SM10) em sementes de
espinafre resultou em maior protecdo contra F. oxysporum f.sp. spinaciae
(Tsuda et al., 2001).

Com relagdo as doencas bacterianas, as endofiticas foram eficientes

agentes de biocontrole em patossistemas como Xanthomonas campestris pv.



orvzae (Poon et al., 1977), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (van
Buren et al., 1993) e Erwinia caiotovora var atroseptica (Sturtz & Matheson,
1996), ambas em batata.

Bactérias endofiticas do género Enwinia isoladas de plantas de soja
protegeram ©O hospedeiro contra o crestamento bacteriano, causado por P.
syringae pv. glycineae (Volksch et al., 1992).

A eficiéncia de bactérias endofiticas também foi testada para ©
biocontrole de doengas de pés-colheita. Segundo Pratella et al. (1 993), bactérias
endofiticas isoladas de pepino, berinjela, pimentao, tomate, abdbora, abricd,
péssego e ameixa, proporcionaram mais de 90% de controle para as doengas de
pés-colheita incitadas por Monilinia laxa e Rhizopus stolonifer em péra.

Hi evidéncias de que bactérias endofiticas também controlam
nematdides fitoparasitas (Hallmann et al.,1995) e insetos (Dimock et al., 1988).
No entanto. o controle desses parasitas parece ser mais complexo e dificil do que
o de fungos ou bactérias, uma veZ que OS danos causados por nematdides ¢
insetos ocorrem como resultado de seu habito alimentar e da migragio intema,
jimitando assim a eficiéncia do antagonismo bacteriano (Hallmann et al., 1997).
Todavia, nematéides sedentdrios podem ser alvo interessante para ©
antagonismo endofitico, pois permanecem dentro da planta por vérias semanas ¢
alimentam-se em um Unico local (Hallmann et al., 1997).

Hallmann et al. (1995) relataram que as bactérias endofiticas Aerococcus
viridans, Bacillus megaterium, B. subtilis, Pseudomonas chlororaphis, P.
vesicularis, Serratia marcescens € Sphingomonas paucimobolis reduziram em
até 50% a infecgdo de Meloidogyne incognita em plantas de pepino.

No Brasil, também existem trabalhos de controle biolégico sendo
desenvolvidos com bactérias endofiticas. Assis et al. (1998), estudando o
potencial antagdnico de Kluyvera ascorbata no controle de X. campesiris pv.

campestris, agente causal da podriddo negra em repotho, verificaram 71% de



redugio da incidéncia e 77% da severidade da doenga, em casa de vegetacido e
em campo, respectivamente. Nascimento (1998), utilizando bactérias endofiticas
isoladas de Ipomea sp., obteve, em casa de vegetagdo, redugdo significativa na
incidéncia da murcha e do cancro (Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis) bacteriano do tomateiro. Naves et al. (2004) conseguiram reduzir
a formagdo de galhas ¢ a reprodugdo de Meloidogyne javanica em tomateiro,
com a utilizacdo de bactérias endofiticas. Barretti (2001) verificou a eficiéncia
de quatro isolados endofiticos obtidos de tomateiro no controle da pinta preta
(Alternaria solani), da requeima (Phytophthora infestans) ¢ da murcha
bacteriana em tomateiro. Campos et al. (2002), constataram, em tomateiro que
cirico isolados de bactérias endofiticas controlaram a mancha (X. vesicatoria) e
dois a pinta bacteriana (P. syringae pv. tomato).

Os mecanismos de controle envolvidos na ag@o de bactérias endofiticas
ainda ndo estio bem conhecidos, entretanto, sabe-se que a antibiose pela
producido de substincias antimicrobianas, a competicio por nutrientes e por
nichos ecoldgicos e a indugio de resisténcia sistémica estdo envolvidas (Lambert
et al., 1987; Murhofer et al., 1992; Liu et al., 1995a; b; c; van Peer et al., 1990).

2.6 Induciio de resisténcia

A indugido de resisténcia é definida como o aumento da capacidade de
defesa da planta contra amplo espectro de patégenos e pragas, adquirida apés
um estimulo apropriado (van Loon et al., 1998; Knoester et al, 1999;
Ramamoorthy et al., 2001).

A resisténcia pode ser ativada por agentes indutores abidticos ou
bidticos, tais como moléculas sintetizadas ou quimicos, niio patégenos, formas
avirulentas de patégenos, ragas incompativeis de patégenos ou patégenos

virulentos (van Loon et al., 1998) e geralmente € caracterizada pela reduc¢io no
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tamanho e ou no numero de lesdes desenvolvidas apés a inoculagdo da planta
induzida com formas virulentas do patégeno (Hammerschmidt, 1999). Esta_
resisténcia é expressa localmente no sitio de ataque do patégeno e,
sistemicamente, em partes da planta nao infectadas (Mauch-Mani & Métraux,
1998).

A resisténcia induzida a patégenos pode ser dividida em duas amplas
categorias: a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica

induzida (ISR) (van Loon et al., 1998).
2.6.1 Resisténcia sistémica adquirida (SAR)

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) ¢é caracterizada pela prote¢do
contra ampla gama de patégenos, pelo aumento inicial no 4cido salicilico (AS)
sintetizado endogenamente e concomitante ativagiio de genes codificadores de
PR proteinas (Ryals et al., 1996 Pieterse et al., 1996; van Loon, 1997;
Oostendorp et al., 2001), as quais sdo freqiientemente usadas como marcadores
para o estado induzido (Knoester et al., 1999).

Além do AS, vérios quimicos foram descobertos ¢ parecem atuar €m
diversos pontos nas vias de ativacio de defesa de plantas, imitando parte ou toda
a ativagdo biolégica da resisténcia. Dentre esses, encontram-se 0 probenazole
(PBZ), o icido 2,6-dicloroisonicotinico, o 4cido 2,6-dicloroisonicotinico metil
éster (INA), o benzo (1.,2,3) tiadiazole-7 4cido carbotidico S-metil éster
(acibenzolar-S-metil) entre outros, porém, poucos atingiram a comercializagio
(Oostendorp et al., 2001).

O acibenzolar-S-metil (ASM) € o ativador de resisténcia mais estudado e
o primeiro produto comercial sob os nomes de Bion®, Actigard™ e Boost®
(Venincio et al., 2000). Trata-se de uma molécula exégena sinalizadora de

reacdes de defesa rapidamente absorvida e translocada sistemicamente em
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plantas. Pode imitar o AS na via de sinalizag@o natural de SAR, desencadeando
uma série de eventos que ativardo genes de defesa (Oostendorp et al., 2001).

No Brasil, esta molécula vem sendo testada em cacau, tomate, citros,
café, feijdo, algoddo e em outras culturas, apresentando resultados promissores
no controle de fungos e bactérias. Na cultura do tomate, na qual se concentra
grande parte dos estudos, o ASM nio teve efeito direto in vitro sobre seus
principais patdgenos bacterianos, X. vesicatoria, R. solanacearum e P. syringae
pv.- romato, mesmo nas maiores concentragdes (Kobayasti et al., 2001).
Entretanto, em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, o ASM foi
eficaz no controle de R. solanacearum e X. vesicatoria em tomateiro. Silva et al.
(2001a) verificaram redugio na incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro
apés duas pulverizagGes foliares (2,5 g i.a/100 L). Para o controle de X.
vesicatoria, observou-se redugiio na severidade da mancha em torno de 50% a
60% em relagdo a testemunha, ap6s trés pulverizagdes do produto (Silva et al.,
2001b; 2003a; b). Em experimentos conduzidos em campo, Castro et al. (2000;
2001) verificaram que a aplicacdio de ASM proporcionou significativa redugéo
nos sintomas de requeima, pinta preta, septoriose € murcha bacteriana em
tomateiro, além de aumentos na produgdio e qualidade dos frutos, quando
comparados ao programa padrido do agricultor.

Em feijao, o ASM foi eficaz no controle de Phaeoisariopsis griseola e X.
campestris pv. phaseoli (Romeiro et al., 1999; Jesus Junior et al., 1999). No
entanto, ndo teve eficiencia para Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens (Soares & Maringoni, 2002).
2.6.2 Resisténcia sistémica induzida (ISR)

Alguns agentes de controle bioldgico também sdo capazes de reduzir

doengas por meio de um mecanismo mediado pela planta que ¢ fenotipicamente



similar 2 SAR induzida pelo patégeno, em que a resisténcia induzida €
sistemicamente ativada e se estende as partes aéreas da planta (Pieterse et al.,
2001). Este tipo de resisténcia induzida, ativada por ndo patégenos, € referida
como resisténcia sistémica induzida (ISR) (van Loon et al., 1998).

A ISR foi demonstrada em muitas plantas, como:feijdo, cravo, pepino,
rabanete, fumo, tomate e na planta modelo Arabidopsis thaliana, sendo efetiva
contra amplo espectro de patdgenos, incluindo fungos, bactérias e virus (van
Loon et al., 1998).

Para provar que a resisténcia ¢ induzida e verdadeiramente sistémica, as
bactérias indutoras devem estar ausentes do local do desafio com o patégeno €
ndo entrar em contato direto com o patégeno desafiador durante o experimento
(Hoffland et al., 1997; van Loon et al., 1998). Steiner & Schonbeck (1995)
formularam os seguintes critérios para distinguir resisténcia induzida de outros
mecanismos que podem reduzir a incidéncia ou severidade da doenga:

1) supressdo da resisténcia induzida por uma prévia aplicaco de inibidores
especificos;

2) auséncia de efeitos toxicos do agente indutor no patégeno desafiador;

3) necessidade de intervalo de tempo entre a aplicagdo do indutor € o inicio de
protecdo na planta;

4) auséncia de correlagdo tipica entre dose e resposta conhecida para
componentes toxicos;

5) nao especificidade de protegdo;

6) protegdo local, bem como sistémica;

7) dependéncia do gendtipo da planta.

Estes critérios s3o uteis para comparar as caracteristicas da ISR mediada

por microrganismos antagonistas € SAR (van Loon et al., 1998).



2.6.2.1 Resisténcia sistémica induzida por bactérias endofiticas

Embora existam poucos estudos de inducdo de resisténcia e endofiticas,
van Peer et al. (1990) foram os primeiros a demonstrar resisténcia sistémica
induzida por bactérias endofiticas. Para tanto, o isolado WCS417r de P.
Jfluorescens foi introduzido no sistema radicular de cravo e, posteriormente,
colonizou os tecidos internos das raizes. Apés uma semana, o caule das plantas
foi inoculado com o patégeno desafiante F. oxysporum f.sp. dianthi. As plantas
tratadas com a endofitica desenvolveram os sintomas da doenca com menor
intensidade do que as plantas controle. Como ocorreu a separagdo espacial entre
o local onde o agente indutor foi aplicado e o sitio de inoculagdo do patégeno, os
autores concluiram que se tratava de um caso de resisténcia sistémica induzida.

Os isolados 89B-27 de P. fluorescens e 90-166 de S. marcescens foram
observados como indutores de resisténcia & P. syringae pv. lachrymans, F.
oxysporum f.sp. cucumerium e Colletotrichum orbiculare em pepino (Liu et al.,
1995a: b; ¢).

Em trabalhos como o de Soares (2000), nos quais foram testados
isolados de bactérias endofiticas previamente selecionados como agentes de
biocontrole da *‘vassoura-de-bruxa” em cacaueiro, verificou-se que o isolado
3R4Bl1, identificado como B. subtilis, controlou a doenga e induziu resisténcia
sistémica no clone susceptivel (Catongo), demonstrada pelo aumento na

atividade das enzimas quitinase e B-1,3-glucanase e no teor de proteinas totais.

~
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CAPITULO 2

ISOLAMENTO E SELECAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS COMO
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS DE TOMATEIRO
E COMO AGENTES DE BIOCONTROLE DA MURCHA BACTERIANA
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1 RESUMO

BARRETTIL Patricia Baston. Isolamento e sele¢do de bactérias endofiticas como
promotoras do crescimento de plantas de tomateiro e como agentes de
biocontrole da murcha bacteriana. In: . Murcha bacteriana do
tomateiro e possibilidades de seu controle por associacdio: endofitia,
resisténcia induzida e varietal. 2005. Cap.2, p.34-69. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) - UFLA, Lavras, MG.*

Foram obtidos 150 isolados bacterianos de folhas, caules e raizes de
tomateiros sadios empregando-se técmicas de _isolamento especificas para
bactérias endofiticas. Para a introdugdo das bactérias endofiticas, plantulas de
tomateiro cv. Santa Clara foram seccionadas na regido do hipocétilo ao
apresentar o segundo par de folhas definitivas. O sistema radicular foi
descartado e o restante da planta imerso em suspensao de células de cada isolado
endofitico. A seguir, as segdes de parte aérea foram plantadas em vasos
contendo solo esterilizado e mantidas em casa de vegetagdo, aguardando-se O
enraizamento. Dez dias ap6s o transplantio, mediu-se a altura das plantas, do
ponto de insergio das folhas cotiledonares até o dpice. Em seguida, procedeu-se
a infestagio do solo com Ralstonia solanacearum. Os ensaios foram conduzidos
em casa de vegetagdo. A severidade da murcha bacteriana foi avaliada a cada
cinco dias e, ap6s a sexta avaliagdo calculou-se a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD). Cingiienta e trés isolados proporcionaram
varidveis graus de promogdo de crescimento € 48 reduziram a severidade da
doenga em relagdo 2 testemunha e aos demais tratamentos. Do total de 150
isolados de bactérias endofiticas, foram selecionados dez, UFV-El7, UFV-E22,
UFV-E25, UFV-E26, UFV-E27, UFV-E29, UFV-E49, UFLA 06-LS, UFLA 08-
LS e UFLA 11-LS, como promotores de crescimento € dois, UFV-E34 e UFLA
25.LS, como agentes de controle biol6gico da murcha bacteriana, os quais
proporcionaram as maiores alturas e porcentagens de controle da doen¢a em
relagio 2 testemunha. Dos isolados selecionados, somente trés apresentaram
efeito inibitério direto in vitro a R. solanacearum, sugerindo ter havido indugdo
de resisténcia nos demais casos. Foi realizada a caracterizagdo parcial dos
isolados selecionados.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV e Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-orientadores).
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2 ABSTRACT

BARRETTI, Patricia Baston. Isolation and selection of endophytic bacteria as
tomato growth promoters and agents of biocontrol of bacterial wilt. In:

Tomato bacterial wilt and possibilities of its control through the association
of endophytic bacteria and induced and variety resistance. 2005. Chap.2,
p.34-69. Thesis (Doctorate in Phytopathology) - UFLA, Lavras, MG.*

One hundred and fifty bacterial isolates were obtained from leaves,
stems and roots of heaithy tomatoes using specific isolation techniques for
endophytic bacteria. The application of the endophytic bacteria was made on
tomatoes seedlings cv. Santa Clara with the second pair of definitive leaves, on
cuts, in the region of the hypocotyls. The root was discarded and the upper
portion of the cut seedlings was immersed in each endophytic isolate suspension.
Then, the seedlings were planted in pots containing sterilized soil and
‘maintained in greenhouse up to emission of new roots. Ten days after the
seedlings transplantation, the height of the plants was measured, from the
insertion of cotyledon leaves to the apex. After that, a cell suspension of
Ralstonia solanacearum was inoculated in the pots by soil drenching. Bacterial
wilt severity was assessed every five days. After the sixth assessement, the area
under disease progress curve (AUDPC) was calculated. Fifty three isolates
provided variable rates of growth promotion and 48 isolates reduced disease
severity when compared to untreated plants and to other treatments. From 150
endophytic bacteria isolates, ten, UFV-E17, UFV-E22, UFV-E25, UFV-E26,
UFV-E27, UFV-E29, UFV-E49, UFLA 06-LS, UFLA 08-LS and UFLA 11-LS,
were selected as plant growth promoters and two, UFV-E34 and UFLA 25-LS,
as biological control agents of the bacterial wilt. Plants treated with those strains
presented the largest heights and percentages of disease control in relation to
untreated plants. From the selected isolates, only three presented antimicrobial
activity against R. solanacearum, suggesting that in the other cases resistance
induction would be responsible for the disease control. The selected strains were
partially characterized.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Avdiser), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV and Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-advisers).
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'3 INTRODUCAO

Os primeiros estudos sobre a colonizago de tecidos internos de plantas
sadias por bactérias datam de 1870, com os trabalhos de Pasteur e de outros
pesquisadores (Hollis, 1951). Contudo, foi Perotti, em 1926, quem descreveu
essa relagdo natural entre as bactérias nativas e seus hospedeiros, denominando-
as de endofiticas (Hallmann et al., 1997). Desde entdo, hé relatos de bactérias
endofiticas nativas em diferentes tecidos, incluindo sementes e 6vulos (Mundt &
Hinkle, 1976), tubérculos (Tervet & Hollis, 1948), raizes (Philipson & Blair,
1957). hastes, folhas e frutos (Samish et al, 1961) de plantas de virias espécies.
No entanto, os primeiros relatos as consideravam como contaminantes
resultantes da desinfestagdo superficial incompleta ou como patégenos
fracamente virulentos (Hollis, 1951; Thomas & Graham, 1952). Porém, em
1997, Hallmann et al. consideraram como endofitica a bactéria que pode ser
isolada de um tecido de planta desinfestado superficialmente ou entio extraida
de dentro da planta e que, aparentemente, nao cause dano ao hospedeiro.

Pesquisas recentes demonstram queé bactérias endofiticas podem
promover o crescimento de plantas e reduzir sintomas de doengas causadas por
diversos patégenos (van Peer & Schippers, 1989; Frommel et al., 1991; Chen et
al.. 1995; Pleban et al., 1995).

As bactérias endofiticas colonizam um nicho ecolégico semelhante ao
dos patGgenos de plantas, o que pode favorecé-las como potenciais candidatas a
agentes de controle biolégico (Kloepper et al., 1992). Além disso, por
colonizarem o interior dos tecidos, possuem vantagens no gue tange a
sobrevivéncia, pois ficam menos expostas a agao dos antagonistas da microbiota
do solo e as condi¢des adversas do meio ambiente, como flutuagdes de
temperatura e umidade ¢ exposi¢do a radiagdo ultravioleta (Hallmann et al.,
1997).
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Considerando como alvo as doencas fiingicas, as endofiticas foram
eficientes agentes de biocontrole em patossistemas como Fusarium oxysporum
fsp. vasinfectum e Rhizoctonia solani em algodio (Chen et al., 1995), R. solani e
Sclerotium rolfsii em feijio (Pleban et al., 1995), Ceratocystis fagacearum em
carvalho (Brooks et al, 1994) e Pythium myriotylum, R. solani,
Gaeumannomyces graminis e Heterobasidium annosum em arroz
(Mukhopadhyay et al., 1996).

Com relagdo as doencas bacterianas, as endofiticas foram eficientes
como agentes de biocontrole de Xanthomonas campestris pv. oryzae em arroz
(Poon et al., 1977), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus e Erwinia
catotovora var atroseptica em batata (van Buren et al., 1993; Swuriz &
Matheson, 1996).

No Brasil, as bactérias endofiticas tém sido estudadas no controle de X.
campestris pv. campestris em repolho (Assis et al., 1998), Ralstonia
solanacearum, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Meloidogyne
Jjavanica, Alternaria solani e Phytophthora infestans em tomateiro (Nascimento.
1998; Naves, 2004; Barretti, 2001).

As bactérias endofiticas tém sido associadas a promogio de crescimento
de diversas culturas, incluindo tomate e alface (Bashan et al., 1989; van Peer &
Schippers, 1989), batata (Frommel et al.,, 1991; Sturtz, 1995; van Peer &
Schippers, 1989), milho (Hinton & Bacon, 1995; Lalande et al., 1989), pepino
(van Peer & Schippers, 1989), arroz (Hurek et al., 1994) e algoddo (Bashan et
al., 1989).

Assim, o presente trabalho teve como objetivos isolar e selecionar
bactérias endofiticas capazes de controlar a murcha bacteriana e promover o
crescimento de plantas de tomateiro, avaliar o efeito in vitro destes isolados

sobre R. solanacearum e caracterizar parcialmente os isolados selecionados.

38



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalaciio dos experimentos

Parte dos isolados de bactérias endofiticas foi obtida no Laboratdrio de
Bacteriologia de Plantas da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e parte no
Laboratério de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

Os experimentos foram instalados € conduzidos em casa de vegetagdo do

Departamento de Fitopatologia da UFLA, Lavras, MG.

4.2 Obtenciio do isolado de Ralstonia solanacearum e classificacao em
biovar

O isolado Rs-Cmd de R. solanacearum foi obtido da colegiio de bactérias
fitopatogénicas do Laboratério de Bacteriologia Vegetal da UFLA. sendo
proveniente de plantas de batata coletadas no municipio de Camanducaia. MG.
Para o preparo do indculo, o isolado foi transferido para placas de Petri contendo
o meio 523 de Kado & Heskell (1970) pelo método de estrias paralelas,
incubado a 28°C por 48 horas e, em seguida, submetido ao teste de
patogenicidade. Vinte € um dias apés a semeadura, em casa de vegetagao,
plantulas de tomateiro da cultivar Santa Clara foram inoculadas pelo método de
imersio das raizes em suspensio bacteriana (Winstead & Kelman, 1952) e.
posteriormente. transplantadas para vasos com capacidade de 1.5kg contendo
solo. Sete dias apds o transplantio, plantas com sintoma de murcha foram
submetidas ao “teste do copo”. Observada a exsudagdo cortaram-se as hastes das
plantas em pequenas se¢oes, as quais foram desinfestadas superficialmente em
ilcool etilico (70%) por trinta segundos e em hipoclorito de sédio (2%) por 1

minuto e lavadas em dgua destilada esterilizada. A seguir, as secoes foram
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colocadas perpendicularmente em placas de Petri, com a extremidade imersa em
dgua destilada esterilizada para que ocorresse a exsudagdo. Apdés 10 minutos,
observada a exsudagdo bacteriana, fez-se a repicagem, pelo método de estrias
paralelas, em placas de Petri contendo meio de cultura 523. As placas foram
incubadas a 28°C por 48 horas.

A identificagdo do isolado em nivel de biovar foi feita por meio dos
testes de utilizacdo de aguicares (maltose, lactose e celobiose) e dlcoois (manitol,
sorbitol e dulcitol), segundo a metodologia de Hayward (1964) (Tabela 1).

Uma pequena por¢io do isolado, cultivado em meio 523 por 48 horas,
foi inoculada no centro de tubos com meio de cultura contendo os agticares e
dlcoois. Tubos sem a inoculagdo com R. solanacearum foram usados como
controle. Os tubos foram mantidos em cimara de crescimento a 28°C durante 21
dias, quando foram feitas as leituras. Reacbes positivas foram caracterizadas
pela mudanga da coloragdo do meio de verde-azulada para amarela e negativas
quando a coloragio original do meio ndo era alterada. Foram preparados cinco

tubos de ensaio para cada agticar e dlcool.
4.3 Coleta de plantas de tomateiro sadias

Plantas de tomateiro provenientes de plantios convencionais e hortas
orginicas foram coletadas em diferentes localidades nos municipios de Lavras,

Ribeirao Vermelho, Ijaci, Bom Sucesso, Nepomuceno, Trés Pontas e Vigosa, no

estado de Minas Gerais, dando-se preferéncia para as aparentemente sadias.
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TABELA 1: Caracterizago de biovares de Ralstonia solanacearum, segundo

Hayward (1964)
Biovares
Fonte de carbono I Il I v V
Lactose - + + - +
Maltose - + + - +
Celobiose - + + - +
Manitol - - + + +
Dulcitol - - + +
Sorbitol - - + + -

+: Reaglio positiva; -: Reagdo negativa

4.4 Isolamento de bactérias endofiticas de folhas e caules de tomateiro

Folhas e caules das plantas sadias de tomateiro previamente coletadas,
foram lavadas em agua de tomeira € enxugadas com papel absorvente. Em
seguida, foi feita a desinfestagao superficial com dlcool a 50%, por | minuto,
hipoclorito de sédio a 2%, por 6 minutos e lavagem em dgua destilada
esterilizada, por trés vezes. Os fragmentos do tecido foram macerados em dgua
estéril e o macerado deixado em repouso por 15 minutos, para a difusdo das
bactérias para a solugdo (Romeiro, 2001). Apds esse periodo, as suspensoes
bacterianas obtidas foram semeadas, pelo método de estrias paralelas, em placas
contendo o meio 523 e incubadas a 28°C. Foram preparadas cinco placas para
cada fragmento macerado. Todas as colonias surgidas foram repicadas para
tubos de ensaio, contendo o meio 523.

Para verificar a eficiéncia da desinfestagdo superficial dos fragmentos €
confirmar a natureza endofitica dos isolados, utilizou-se uma contraprova. A
metodologia empregada foi a descrita por Assis et al. (1998), porém, com
algumas modificagGes, como s¢ segue. O fragmento de planta, ap6s a terceira

lavagem em 4gua destilada esterilizada, foi seccionado em duas partes. Uma
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delas foi macerada, conforme ja descrito. A outra foi mergulhada rapidamente
em tubo de ensaio contendo o meio 523 liquido e imediatamente descartada. O
material no tubo de ensaio também foi incubado a 28°C e observado, a fim de se
comprovar a auséncia de crescimento de organismos epifiticos. Ndo havendo
crescimento bacteriano nesses tubos de ensaio, os isolados obtidos pela

maceragio dos tecidos foram considerados endofiticos.

4.5 Isolamento de bactérias endofiticas de raizes de tomateiro

As raizes sadias foram cuidadosamente lavadas em dgua de tomeira,
para eliminar o solo aderido a elas, transferidas para frascos contendo solugdo
tampao fosfato-potdssio (PB) 0,02M esterilizada (pH 7.0) e submetidas a
agitagdo vigorosa em agitador orbital por 1 hora. Essa operacio foi repetida por
quatro vezes, ap6s a troca da solugdo PB. Em seguida, em camara de fluxo
laminar, procedeu-se a desinfestagdo superficial das raizes com dlcool 50% por
30 segundos e hipoclorito de sédio 1% por 3 minutos, seguida de 3 lavagens em
solucdo PB esterilizada.

Para desalojar da superficie do material vegetal as bactérias epifiticas
remanescentes, as raizes foram transferidas para frascos contendo solugao PB
0,02M esterilizada (pH 7,0) e submetidas a banho de ultra-som por 10 minutos.
Nova desinfestagido superficial das raizes foi feita em hipoclorito de sédio 1%
por 3 minutos, seguida de 3 lavagens em solucdo PB esterilizada. A seguir, as
raizes foram novamente transferidas para frascos contendo solugcio PB
esterilizada e submetidas a novo banho de ultra-som por mais 10 minutos.

A trituragdo das raizes foi feita em almofariz e pistilo esterilizados
contendo PB e o triturado novamente submetido a banho de ultra-som por 10
minutos, desta vez para desagregacdo das particulas e células bacterianas.

Procedeu-se a homogeneizacdo do triturado e posterior diluicio em série em



solucdo PB com fator diluicdo 1:10. Aliquotas de 100u! das diluigdes 10", 107,
10° foram entdo retiradas e transferidas para placas de Petri contendo meio
“trypic soy agar” (TSA - Difco) e espalhadas com alga de Drigalsky.

Foram preparadas cinco placas para cada diluicio, as quais foram
incubadas a 28°C durante 48 horas em camara de crescimento. Apos esse tempo,
as colénias bacterianas apresentando caracteristicas morfoldgicas diferentes
dentro de uma mesma amostra foram repicadas em meio TSA pelo método de
estrias paralelas, visando a obten¢ao de colénias isoladas. Posteriormente, foram
transferidas para tubos de ensaio com meio TSA inclinado.

Para confirmar a natureza endofitica dos isolados utilizou-se um
controle. Para isso. aliquotas de 100ul da solu¢ao de PB utilizada apo6s o
segundo banho de ultra-som foram transferidas para placas de Petri contendo
meio TSA e incubadas nas mesmas condigdes descritas para as placas
preparadas com as dilui¢des dos triturados. Nio havendo crescimento bacteriano
nessas placas dentro de 48 horas, 0s isolados obtidos pela trituracdo das raizes

foram considerados endofiticos (Naves, 2004).
4.6 Cultivo e preservacio das culturas bacterianas obtidas

As culturas bacterianas foram cultivadas em meio 523 e preservadas em

peptona-glicerol a -80°C.
4.7 Introducio das bactérias endofiticas em plantas de tomateiro

A técnica eleita foi o corte do hipocdtilo, descrita e patenteada por
Kijima et al. (1995), como se seguc. Plantulas de tomateiro da cultivar Santa
Clara, cultivadas em bandejas de isopor contendo o substrato Plantmax®, foram

seccionadas na regiio do hipocétilo quando apresentavam O segundo par de



folhas definitivas. O sistema radicular foi descartado e o restante da planta
imerso por seis horas, em suspensdo de células de cada bactéria endofitica
ajustada ao espectofotdmetro para Ass=0.2. Posteriormente, as se¢bes de parte
aérea foram plantadas em vasos de 3kg de capacidade contendo a mistura de
solo, areia e esterco (2:1:1) previamente fumigada com brometo de metila, até o
enraizamento.

Utilizou-se o mesmo procedimento para as plantas testemunhas, no
entanto, a parte aérea foi imersa em dgua destilada esterilizada. As plantas

permaneceram em casa de -vegetagdo até o término do experimento.

4.8 Seleciio de bactérias endofiticas com potencial para promover o
crescimento de plantas e controlar a murcha bacteriana do tomateiro em

casa de vegetacio

Cento e cingiienta isolados de bactérias endofiticas foram testados em
quatro ensaios distintos, empregando-se 57 isolados no primeiro ensaio € 31 nos
demais.

No primeiro ensaio, o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 59 tratamentos, cinco repetiges e duas plantas
por parcela. Os tratamentos foram constituidos por 57 isolados endofiticos, uma
testemunha tratada com dgua destilada esterilizada (testemunha absoluta) e uma
testemunha inoculada com R. solanacearum (testemunha inoculada). No
segundo, terceiro e quarto ensaios, o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com 33 tratamentos, cinco repeticdes e duas plantas
por parcela. Os tratamentos foram constituidos por 31 isolados endofiticos, uma
testemunha tratada com dgua destilada esterilizada (testemunha absoluta) e uma
testemunha inoculada com R. solanacearum (testemunha inoculada).

Para avaliar a promog¢ido de crescimento das plantas, mediu-se a altura do

ponto de insercdo das folhas cotiledonares até o dpice, dez dias apés a



introducdo das endofiticas e, em seguida, procedeu-se a infestacao do solo com a
bactéria desafiante. B

A inoculagdo com R. solanacearum foi realizada pela irrigagao do solo
com 30mL de suspensdo bacteriana na concentracio Asp=0.10. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo até 0 término dos ensaios.

A severidade da murcha bacteriana foi avaliada aos 5. 10, 15,20,25¢ 30
dias ap6s a inoculagio do patégeno. Para avaliar a severidade em todos 0s
ensaios, foi utilizada a escala de Winstead & Kelman (1952) adaptada (Tabela
2). Apds o término das avaliagoes, 0s dados de severidade foram integrados ao
longo do tempo, obtendo-se a 4rea abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD), pela férmula:

n-1
AACPD = Y[(X; + Xin1)/2)(tiey — ti) (Shaner & Finney, 1977)

I=1
em que X ¢ a intensidade da doenca, t 0 tempo € 1 O numero de avaliagoes no
tempo.

Os dados de severidade e altura obtidos foram submetidos a andlise de
variancia. no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As médias entre 0S
tratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de probabilidade. As varidveis,
cujos efeitos de tratamentos foram significativos, foram submetidas ao teste

Scott-Knott.

4.9 Nova seleciio entre os isolados de bactérias endofiticas com potencial
para controlar a murcha bacteriana do tomateiro em casa de vegetaciio

Os isolados de bactérias endofiticas que proporcionaram  reducao
significativa da AACPD em relacio & testemunha foram submetidos a nova
selecio em um tnico ensaio. O delineamento experimental foi o de blocos

casualizados com S0 tratamentos, quatro repetigoes e duas plantas por parcela.

B
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TABELA 2: Escala de avaliagdo para a murcha bacteriana do tomateiro
(Winstead & Kelman, 1952)

Nota Severidade

Auséncia de sintomas

Até V5 das folhas murchas

De "; até ¥; das folhas murchas

Toda a planta murcha, com excegdo do broto terminal, que deve estar
normal

5 Murcha total irreversivel ou planta morta

AWK -

Os tratamentos foram constituidos de 48 isolados, uma testemunha
tratada com 4gua destilada esterilizada (testemunha absoluta) e uma testemunha
inoculada com R. solanacearum (testemunha inoculada).

A inoculagdo da bactéria desafiante e as avaliagdes da severidade da
murcha bacteriana foram realizadas conforme descrito no item 4.7.

Os dados de severidade obtidos foram submetidos i anilise de variancia.
no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As médias entre os tratamentos foram
agrupadas pelo teste F, a 5% de probabilidade. As varidveis, cujos efeitos de

tratamentos foram significativos, foram submetidas ao teste Scott-Knott.

4.10 Nova seleciio entre os isolados de bactérias endofiticas com potencial
para promover o crescimento de plantas de tomateiro em casa de vegetaciio

Os isolados de bactérias endofiticas que proporcionaram aumento
significativo da altura das plantas em relagdo a testemunha foram submetidos a
nova selecdo em um tnico ensaio. O delineamento experimental foi o de blocos
casualizados com 54 tratamentos, quatro repeti¢cdes e duas plantas por parcela.
Os tratamentos foram constituidos de 53 isolados € uma testemunha tratada com

dgua destilada esterilizada (testemunha absoluta).
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A avaliacio da altura das plantas foi realizada conforme descrito no item
4.7.

Os dados de altura obtidos foram submetidos a analise de variancia, no
programa SISVAR (Ferreira. 2000). As médias entre 0s tratamentos foram
agrupadas pelo teste F. a 5% de probabilidade. As varidveis, cujos efeitos de

(ratamentos foram significativos, foram submetidas ao teste Scott-Knott.

4.11 Detecciio de atividade in vitro dos isolados de bactérias endofiticas
sobre Ralstonia solanacearum

Os isolados de bactérias endofiticas previamente selecionados foram
cultivados em meio 523 liquido por 24 horas a .'28;’C. transferidos para placas de
Petri com meio 523 sélido em 4 pontos eqiiidistantes e incubados por 48 horas a
28°C. Em seguida, as placas foram invertidas ¢, em cada tampa, adicionou-se
Iml de cloroférmio para matar as colonias. Ap6s 30 minutos, as placas foram
entreabertas e deixadas por mais 30 minutos para a completa evaporagdo do
cloroférmio. A seguir, adicionou-s¢ uma sobrecamada de Sml de meio 523 semi-
<6lido fundente, contendo 100ul da suspensao de R. solanacearum. Foram
preparadas cinco placas para cada isolado. Apds a incubacdo a 28°C por 48
horas, as placas de Petri foram examinadas a procura de halos de inibicao

indicadores de antibiose (Romeiro, 2001).

4.12 Caracterizacio parcial dos isolados de bactérias endofiticas
selecionados

Os isolados mais promissores na promogao de crescimento de plantas e
no controle da murcha bacteriana do tomateiro foram caracterizados em relacao

a morfologia das coldnias, coloracio ¢ bordos, reagio de Gram, relagio com o
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oxigénio livre (0,), produgdo de pigmento fluorescente e reagio de
hipersensibilidade (HR).

4.12.1 Reacdo de Gram

A reacdo de Gram foi realizada pelo método de coloragdo (Mariano,
2000). Os isolados de bactérias endofiticas foram cultivados em meio 523 e
incubados por 24 horas a 28°C. Apds a incubagdo, preparou-se um esfregaco a
partir da suspensdo bacteriana diluida em lamina limpa. O esfregaco foi coberto
com solugdo de cristal violeta por um minuto, sendo, em seguida, lavado
rapidamente em 4gua corrente. Cobriu-se, entdo, com lugol por um minuto,
lavando-o0 novamente com dgua corrente. A seguir, fez-se a sua descoloragio
com 4lcool etilico por trinta segundos, contrastando-o em seguida com safranina
por um minuto e lavando-0 em 4gua corrente. As laminas foram secas ao ar e
observadas com objetiva de imersio. A células foram consideradas gram
positivas quando visualizadas com a coloragdo violeta e gram negativas, com

coloragio rosa.

4.12.2 Relac¢éio com o oxigénio livre

A determinagido da relagdio com o oxigénio livre foi realizada pelo
método da placa de Petri (Romeiro, 2001). Em placas contendo meio 523
solidificado, colocaram-se 100pL da suspensdo bacteriana, os quais foram
homogeneizados com uma alga de Drigalsky e cobertos cuidadosamente com
uma laminula esterilizada. Apds a incubagdo a 28°C por 48 horas, as placas de
Petri foram examinadas. A interpretagdo dos resultados foi feita de acordo com o
padrdo de crescimento das bactérias endofiticas: a) aérobica estrita: crescimento

somente na superficie do meio, b) anaérobica estrita: crescimento apenas em
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baixo da laminula e distante dos bordos e ¢) anaérobica facultativa: crescimento

em toda a superficie do meio, inclusive em baixo da laminula.
4.12.3 Pigmento fluorescente

A produgio de pigmento fluorescente ¢ caracteristica em bactérias do
género Pseudomonas, diferenciando o grupo fluorescente do ndo fluorescente.
Para verificar a produgdo de pigmento fluorescente. oS isolados de bactérias
endofiticas foram repicados para tubos de ensaio contendo meio King B
inclinado (Mariano, 2000) e incubados a 28°C por 48 horas. A seguir, as
coldnias foram examinadas sob luz ultravioleta a 365nm. Os isolados produtores
de pigmento fluorescente deixam o meio com coloragio esverdeada e
fluorescente, caracterizando o resultado positivo para o teste. Utilizou-se como

controle a bactéria Pseudomonas syringae pv. romato, produtora deste pigmento.
4.12.4 Reaciio de hipersensibilidade (HR)

Os isolados de bactérias endofiticas foram cultivados em tubos de ensaio
contendo o meio 523 e incubados por 24 horas a 28°C. Apds esse periodo, foi
adicionada dgua de torneira até aproximadamente 1/3 da altura destes tubos €
agitou-se vigorosamente. A concentragdo da suspensio bacteriana de cada
isolado endofitico foi ajustada a 10° UFC/ml e infiltrada nos espagos
intercelulares da face dorsal de folhas de fumo, entre as nervuras laterais, com
uma seringa hipodérmica. Para a testemunha, empregou-se O MESMmo
procedimento, porém, a suspensdo bacteriana foi substituida por zigﬁa
esterilizada. As plantas foram mantidas a temperatura ambiente e, entre 12 e 24
horas apés a inoculagdo. foram observados ou ndo os sintomas tipicos de HR,

como a necrose ¢ o dessecamento do tecido (Romeiro, 2001; Mariano, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Classificagiio do isolado de R. solanacearum em biovar
O isolado Rs-Cmd, utilizado neste trabalho, apresentou resultado
positivo para todos os agticares e negativo para todos os dlcoois aos quais foi
submetido (Tabela 3). Assim sendo, foi classificado como pertencente ao biovar

11 de R. solanacearum.

TABELA 3: Classificagio do isolado de Ralstonia solanacearum em biovar

Isolado  Lactose  Maltose Celobiose Manitol Dulcitol  Sorbitol

Rs-Cmd + + + - - -

+: Reacdo positiva; -: Reacdo negativa

Geralmente, os isolados de R. solanacearum sio ativos sob altas
temperaturas, com excecdo do biovar II que ocorre em regides de clima ameno,
como a de Camanducaia, no Sul de Minas Gerais. De acordo com Reifschneider
& Takatsu (1985), o biovar II é mais comum nas regides sudeste, sul e centro-
oeste, atacando, principalmente, plantas de batata.

Apesar do biovar II apresentar menor circulo de hospedeiros, sendo
basicamente limitado 4 batata, também pode estar associado ao tomate e 2
berinjela (Hayward, 1991), concordando com os resultados obtidos neste
trabalho € com o levantamento feito no estado do Amazonas por Boher <t al.
(1999), citados por Lima Neto (2001), que detectaram a presenca do biovar II

atacando a cultura do tomateiro.
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5.2 Isolamento de bactérias endofiticas de plantas de tomateiros sadias

Foram obtidos 150 isolados de bactérias endofiticas de diferentes
municipios no estado de Minas Gerais (Tabela 4), dos quais 40 foram
provenientes de caules e folhas (UFV) e 110 de raizes (UFLA) de tomateiros
sem sintomas de doengas.

Virios trabathos tém demonstrado a ocorréncia de bactérias endofiticas
em diversos 6rgios, tais como sementes € 6vulos (Mundt & Hinkle. 1976).
tubérculos (Tervet & Hollis, 1948), raizes (Philipson & Blair, 1957), hastes,
folhas e frutos (Samish et al., 1961) de plantas de vdrias espécies.

O ntimero de isolados endofiticos obtido a partir do sistema radicular foi
maior do que o obtido a partir de folhas ¢ caules, demonstrando que 0 emprego
do ultra-som associado 2 desinfestagdo superficial tem sido feito com sucesso
para o isolamento de bactérias endofiticas pelo método da trituragdo de tecidos
(Mariano et al., 1997; Assis et al.. 1998; Naves et al,, 2004).

Independente da técnica utilizada no isolamento, encontram-se, na
literatura, relatos de bactérias endofiticas isoladas de raizes de cenoura,
beterraba, nabo, alfafa, arroz, milho, algoddo e café (Hallmann et al., 1997;
Sturtz et al., 2000). Essa observagdo vai ao encontro das afirmagdes de Mc Inroy
& Kloepper (1995), Quadt-Hallmann & Kloepper (1996) e Lamb et al. (1996) de
que hd maior densidade populacional de endofiticas nas raizes ¢ na parte inferior
do caule, diminuindo em diregdo ao dpice da planta. Tal fato sugere 0 maior

nimero de isolamentos desses organismos em raizes do que em folhas e caules.

5.3 Seleciio de bactérias endofiticas com potencial para controlar a murcha
bacteriana do tomateiro em condigdes de casa de vegetag@o

Na primeira selegdo, realizada em quatro ensaios distintos, observou-se

que 48 isolados proporcionaram redugio significativa da severidade (AACPD)
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TABELA 4: Isolados de bactérias endofiticas obtidos de plantas de tomateiros
sadios provenientes de diferentes municipios no estado de Minas

Gerais

Procedéncia

Nimero de
isolados obtidos

Isolados

Lavras

Tjaci

Bom Sucesso

Ribeirio
Vermelho

Nepomuceno

Trés Pontas

25

22

15

07

05

36

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA

01-LS;
04-LS;
07-LS;
10-LS;
13-LS;
16-LS;
19-LS;
22.LS;

UFLA 25-LS

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA

02-LS;
05-LS;
08-LS;
11-LS;
14-LS;
17-LS;
20-LS:;
23-LS:

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA

03-LS;
06-LS;
09-LS;
12-LS;
15-LS;
18-LS;
21-LS;
24.LS;

UFLA 67-1J; UFLA 68-1J; UFLA 69-1J; UFLA
70-1; UFLA 71-IJ; UFLA 72-1); UFLA 73-1;
UFLA 74-1J; UFLA 75-15; UFLA 76-1F; UFLA
77-1J; UFLA 78-11: UFLA 79-1J; UFLA 80-1;
UFLA 81-1J; UFLA 82-IJ: UFLA 83-IJ; UFLA
84-1J: UFLA 85-1J; UFLA 86-11: UFLA 87-I);
UFLA 88-1J

UFLA 89-BS. UFLA 90-BS: UFLA 91-BS:;
UFLA 92-BS; UFLA 93-BS; UFLA 94-BS;
UFLA 95-BS: UFLA 96-BS; UFLA 97-BS:
UFLA 98-BS: UFLA 99-BS: UFLA 100-BS;
UFLA 101-BS; UFLA 102-BS; UFLA 103-BS

UFLA 104-RV; UFLA 105-RV; UFLA 106-RV;
UFLA 107-RV: UFLA 108-RV; UFLA 109-RV:
UFLA 110-RV

UFLA 62-NP; UFLA 63-NP:
UFLA 65-NP: UFLA 66-NP

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA

26-TP;
29-TP;
32-TP:
35-TP;
38-TP:
41-TP;

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA

27-TP;
30-TP;
33-TP:
36-TP;
39-TP;
42-TP:

UFLA

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA

64-NP;

28-TP:
31-TP;
34-TP:
37-TP;
40-TP;
43-TP:

UFLA 44-TP: UFLA 45-TP; UFLA 46-TP.

(*...continua...”)



“TABELA 4, Cont.”

UFLA 44-TP; UFLA 45-TP; UFLA 46-TP:
UFLA 47-TP: UFLA 48-TP; UFLA 49-TP:
UELA 50-TP; UFLA 51-TP: UFLA 52-TP:
UFLA 53-TP; UFLA 54-TP: UFLA 55-TP:
UFLA 56-TP: UFLA 57-TP: UFLA 58-TP
Vigosa 40 UFV-E02: UFV-E05; UFV-E06; UFV-EIO:
UFV-E13;: UFV-El4: UFV-EI5: UFV-EI7:
UFV-E18: UFV-E2i: UFV-E22; UFV-E23:
UFV-E24;: UFV-E25; UFV-E26: UFV-E27.
UFV-E28: UFV-E29: UFV-E30: UFV-E31:
UFV-E32; UFV-E33; UFV-E34: UFV-E35:
UFV-E37: UFV-E38: UFV-E39: UFV-E40:
UFV-E41; UFV-E42: UFV-E43; UFV-E45;
UFV-E48: UFV-E49; UFV-E51; UFV-ES52:
UFV-E53: UFV-E54: UFV-E56; UFV-ES7

Total 150

da murcha bacteriana do tomateiro em relagio a testemunha inoculada com
dgua. As plantas tratadas com os isolados UFV-E22, UFV-E29, UFV-E34,UFV-
E57, UFLA 13-LS, UFLA 16-LS, UFLA 20-LS, UFLA 25-LS, UFLA 51-TP,
UFLA 62-NP, UFLA 84-IJ E UFLA 103-BS ndo apresentaram sintomas da
doenga (Tabela 5).

Na segunda selegdo, realizada em um dnico ensaio, 8 dos 48 isolados
proporcionaram redugdo da severidade da doenga em relagio 2 testemunha
(Tabela 6), mantendo o bom desempenho obtido na primeira selegdo. Destes, 0s
isolados UFV-E34 e UFLA 25-LS, responsdveis pelas menores 4reas abaixo da
curva de progresso da murcha bacteriana e pelas maiores porcentagens de
controle da doenga (31,25% e 21,52%, respectivamente) foram escolhidos para a
continuagdo dos trabalhos.

Os actinomicetos (Moura et al., 1999) e as bactérias do rizoplano
(Peixoto et al., 1995) tém sido empregados com sucesso no controle da murcha

bacteriana do tomateiro. Trabalhos com bactérias endofiticas no controle desta
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TABELA 5: Severidade da murcha bacteriana em tomateiros previamente
tratados com diferentes isolados de bactérias endofiticas

Isolados Severidade da murcha bacteriana (AACPD)

1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio 4° Ensaio

UFV-E02 4375 - - -
UFV-E17 39.90a - - -
UFV-E2I 44.80a - - -
UFV-E22 25.00a - - -
UFV-E29 25002 - - -
UFV-E3I 46.20a - - -
UFV-E34 25,00 a - - -
UFV-E36 36.40a - - -
UFV-E39 36,05a - - -
UFV-E43 37.10a ’ - - -
UFV-E54 42.70a - - -
UFV-E57 25.00a -
UFLA 05-LS - 3570a - -
UFLACG6LS - 37.80a - -
UFLA 1I-LS - 39.90a - -
UFLA 13-LS - 25,00a - -
UFLA 15-LS - 44.80a - -
UFLA 16-LS - 25.00a - -
UFLA 17-LS - 44.10a - -
UFLA 18-LS - 47.60 a - -
UFLA 19-LS - 55,30a - -
UFLA 20-LS - 25.00a - -
UFLA 21-LS - 3535a - -
UFLA 24-LS - 59.05a - -
UFLA 25-LS - 25.00a - -
UFLA 33-TP - 58.10a -
UFLA 42-TP - - 49,35a -
UFLA 45-TP - - 3990 a -
UFLA 50-TP - - 57.70a -
UFLA 51-TP - - 25.00a -
UFLA 57-TP - - 3605a -
UFLA 59-TP - - 53.20a -
UFLA 62-NP - - 25.00a -
UFLA 70-IJ - - 41.22a -
UFLA 71-1J - - 61.60a -
UFLA 75-1) - - - 49,00 a
UFLA 76-IJ - - - 46.55a
UFLA 78-1J - - - 44,80 a
(“...continua...”)
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“TABELA 5, Cont.”

UFLA 84-1J - - - 2500a
UFLA 89-BS - - - 58.10a
UFLA 91-BS - . - 52.15a
UFLA 96-BS - - - 59,05 a
UFLA 99-BS - - - 54,25a
UFLA 101-BS - - - 37.80a
UFLA 102-BS - - - 56,35a
UFLA 103-BS - - - 25.00a

UFLA 107-RV - - - 5250a
UFLA 108-RV - - - 49,35a
Testernunha 61.25b 81.55b 66.50 b 68,60 b

™édias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidae

TABELA 6: Severidade da murcha bacteriana do tomateiro (AACPD) na
segunda selegdo dos isolados promissores de bactérias endofiticas

Isolados AACPD % de Controle Halo de inibicdo
UFV-E34 86,63 a’ 31.25 -
UFLA 25-LS 98.88 a 21.52 -
UFLA 91-BS 105,00 a 16.66 +
UFV-E54 105.00 a 16.66 -
UFLA 17-LS 105.88a 15,97 -
UFLA 84-1J 105,88 a 15.97 . -
UFV-El17 106.31 a 15.63 +
UFLA 62-NP 112,44 a 10,76 -

Testemunha 126,00 b 0,00

(+): Presenca de halo de inibi¢do; (-): Auséncia de halo de inibi¢io
'Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott, a
5% de probabilidade

enfermidade também apresentam resultados promissores, apesar de serem mais
recentes (Nascimento, 1998; Barvetti, 2001).

Nascimento (1998) demonstrou que bactérias endofiticas obtidas de
batata doce (BD6AOIII3, BD6AII2 e BD6AI18VII3) ¢ Ipomea sp. (I2A31l e

16A131V2) reduziram a incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro, apesar de
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ndo diferirem da testemunha. No entanto, os isolados BD6A10III3 e BD6AI1I2
foram responsaveis por redugGes significativas na severidade da doenga expressa
pela drea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) (151,0 e 255,3),
quando comparados as testemunhas (652,8 e 614,9) e aos demais tratamentos.

Em trabalhos anteriores, os isolados endofiticos UFV-E25 e UFV-E26
destacaram-se por reduzir a incidéncia da murcha bacteriana em 70% e 60%.
respectivamente, diferindo da testemunha que apresentou 100% de murcha
(Barretti, 2001). No entanto, estes isolados ndo mostraram o mesmo
desempenho neste trabalho.

A aplicagdo da mistura de trés bactérias endofiticas, Bacillus sp.,
Serratia sp. e Pseudomonas sp. resultou em redugdo de 63,4% a 78,5% na
severidade da murcha bacteriana do tomateiro (Guo et al., 2004). De maneira
semelhante, Nascimento (1998) obteve os menores valores de drea abaixo da
curva de progresso da murcha bacteriana (35,5 ¢ 194,0) com a mistura de cinco
bactérias endofiticas em comparagao com a testemunha (652.8 ¢ 614,9) e os
demais isolados. Isso deve-se, provavelmente, & adigdo dos diferentes

mecanismos de atuagdo de cada isolado (Raupach & Kloepper, 1998).

5.4 Selecio de bactérias endofiticas com potencial para promover o
crescimento de plantas de tomateiro em condigGes de casa de vegetagéio

Durante a selegdo de bactérias endofiticas com potencial para controlar a
murcha bacteriana, realizada em quatro ensaios distintos, observou-se que 53
isolados promoveram o crescimento do tomateiro em relagdo a testemunha
inoculada com dgua (Tabela 7).

Quando estes isolados foram submetidos 2 nova selegdo, realizada em
um Unico ensaio, dez isolados proporcionaram aumento sighificativo da altura

das plantas em relagdo 2 testemunha (Tabela 8). Destes, os isolados UFV-EI7.
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TABELA 7: Altura de plantas de tomateiro previamente tratadas com diferentes
isolados de bactérias endofiticas

Isolados Altura (cm)
1° Ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio 4° Ensaio
UFV-E02 7.75d" - - -
UFV-E06 7.34d - - -
UFV-EIOD 6,99d - - -
UFV-Ei3 7.87d - - -
UFV-Ei4 7.33d - - -
UFV-EI13 741d - - -
UFV-EI17 857¢ - - -
UFV-E21 8.39¢ - - -
UFV-E22 845¢ - - -
UFV-E24 7.72d - - -
UFV-E25 10.55a - - -
UFV-E26 1094 a - - -
UFV-E27 8.79¢ - - -
UFV-E28 794d - - -
UFV-E29 899 ¢ - - -
UFV-E3] 7.64d - - -
UFV-E33 6.96d - - -
UFV-E35 6.94d - - -
UFV-E37 6,14¢ - - -
UFV-E39 64le - - -
UFV-E40 6.15e - - -
UFV-E42 6.38¢ - - -
UFV-E45 923¢ . - -
UFV-E48 7,75d - - -
UFV-E49 11,07 a - - -
UFV-E5l 9.46 b - - -
UFV-E33 6.26¢ - - -
UFV-E54 8.01d - - -
UFV-E57 699d - - -
UFLA 01-LS - 7,24 ¢ - -
UFLA 02-LS - 853b - -
UFLA 03-LS - 78¢ - -
UFLA 04-LS - 8.89b - -
UFLA 07-LS - 11642 - -
UFLA 08-LS - 7.84c - -
UFLA 09-LS - 8.37b - -
UFLA 11-LS - 8.13b - -
UFLA 31-TP - 7.66 C - -

(“...continua...”)
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UFLA 48-TP - - 8.04a -
UFLA 51-TP - - 7.92a -
UFLA 54-TP - - 845a -
UFLA 55-TP 774a

UFLA 56-TP 793 a

UFLA 57-TP 908 a

UFLA 67-J 781 a

UFLA 73-1) 790a

UFLA 81-IJ - - - 7.82a
UFLA 82-1J - - - 8.74 a
UFLA 83-1J - - - 798 a
UFLA 84-1J - - - 908a
UFLA 87-1J - - - 802a
UFLA 97-BS - - - 8.12a

UFLA 106-RV - - - 792a

Testemunha 6,07 f 641d 7.69b 7.20b

"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott. a
5% de probabilidade

TABELA 8: Altura de plantas de tomateiro tratadas com isolados de bactérias
endofiticas na segunda selegdo dos isolados promissores

Isolados Altura (cm) Inibiciio in vitro 4 R. solanacearum
UFV-E49 21,26a' -
UFV-E25 20.31a -
UFLA 08-LS 20,27 a -
UFV-E27 1871 a -
UFV-E26 1840 a -
UFV-E29 18.38a -
UFV.E22 18,16 a -
UFV-El17 1795a +
UFLA 06-LS 17.24 a +
UFLA 11-LS 17,17 a -
Testemunha 16.11 b

(+): Presenca de halo de inibigo: (-): Auséncia de halo de inibigdo
'Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott. a
5% de probabilidade
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UFV-E22, UFLA 06-LS e UFLA 11-LS também reduziram a severidade da
murcha bacteriana.

As bactérias endofiticas jd foram associadas & promogao do crescimento
de plantas em diversas cuituras, incluindo tomate e alface (Bashan et al., 1989;
van Peer & Schippers, 1989), batata (Frommel et al., 1991;. Sturtz, 1995; van
Peer & Schippers, 1989), milho (Hinton & Bacon, 1995; Lalande et al., 1989),
pepino (van Peer & Schippers, 1989), arroz (Hurek et al., 1994) e algoddo
(Bashan et al., 1989).

Segundo Musson (1994), hd relatos de que as bactérias endofiticas
aumentam o crescimento das plantas € as protegem contra doengas, mas,
segundo Oberhinsli et al. (1991), sdo raros os casos em que o mesmo isolado
bacteriano apresenta, simultaneamente. caracteristicas de controle e de
promogao de crescimento.

Barretti (2001) verificou, em plantas de tomate tratadas com o isolado
UFV-EI3, pela técnica de Kijima et al. (1995), crescimento maior em relagao as
plantas ndo tratadas com 0 antagonista. E possivel que o corte do hipocétilo,
destituindo as plantulas de suas raizes, possa ativar mecanismos que auxiliam no
crescimento das plantas, concordando com Kijima et al. (1995) que observaram
maior crescimento de vérias plantas, comparadas aquelas com suas raizes
conservadas.

Virios mecanismos estdio envolvidos na promogdo de crescimento das
plantas por bactérias endofiticas. Estes, porém, podem ser divididos em
mecanismos diretos e indiretos. Quando o estimulo do crescimento das plantas €
direto, o antagonista produz fitormdnios ou substancias andlogas destes
reguladores de crescimento capazes de estimular o desenvolvimento da planta
(Bashan & Holguin, 1997) ou, entio, a endofitica aumenta a absorgdo de
nutrientes minerais e dgua (Hallmann et al., 1997; Lazarovits & Nowak, 1997).

Py

Quando o efeito é indireto, o crescimento € estimulado pela redugdo da
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populagdo de microrganismos deletérios ou patogénicos as plantas, ou seja, pelc
controle biolégico de fitopatégenos (Hallmann et al., 1997).

Shishido et al. (1995) verificaram que isolados endofiticos de Bacillu:
sp. e Streptomyces sp. estimularam o crescimento de mudas de coniferas, pois
foram capazes de controlar os organismos responsiveis pela inibigdo dc

crescimento destas plantas.

5.5 Detecciio de atividade in vitro dos isolados de bactérias endofiticas sobre
Ralstonia solanacearum

Dos doze isolados submetidos ao teste para deteccdo de antibiose
verificou-se que os isolados UFV-E17, UFLA 06-LS e UFLA 91-BS
apresentaram efeito inibidor direto sobre o patégeno estudado (Tabelas 6 e 8).

O modo de agdo dos isolados UFV-E34 e UFLA 25-LS, selecionados
como possiveis agentes de biocontrole, sugere a resisténcia induzida como
mecanismo envolvido na redugdo da severidade da murcha bacteriana dc
tomateiro, isto porque alguns critérios formulados por Steiner & Schdnbeck
(1995) para distinguir a resisténcia induzida de outros mecanismos foram
atendidos. Os isolados selecionados ndo tiveram efeitos téxicos in vitro sobre R.
solanacearum, além de haver a necessidade de um intervalo de tempo entre 3

aplicagdo do indutor € o inicio de protegdo na planta.

5.6 Caracterizaciio morfolégica e fisioldgica dos isolados de bactérias
endofiticas

As caracteristicas morfolGgicas dos doze isolados selecionados, dez para
a promogdo de crescimento de plantas e dois para o controle da murcha
bacteriana do tomateiro, apresentaram predomindncia de coldnias de coloragac

creme e aspecto brilhante, forma circular e superficie e bordos lisos (Tabela 9).



TABELA 9: Caracteristicas morfolégicas das colonias de bactérias endofiticas
previamente selecionadas para promover crescimento e controlar a
murcha bacteriana do tomateiro

Caracteristicas morfolégicas das colénias

Isolados cor forma superficie bordo
UFV-E17 creme (brilbante) circular lisa liso
UFV-E22 creme (opaca) irregular  rugosa ondulado
UFV-E25 creme (brilhante) irregular lisa filamentoso
UFV-E26 creme (brithante) circular lisa liso
UFV-E27 branca a creme (brilhante) irregular lisa ondulado
UFV-E29 branca (brilhante) irregular rugosa ondulado
UFV-E34 amarelada (brilhante) circular lisa ondulado
UFV-E49 creme (brilhante) circular lisa liso
UFLA 06-LS creme a amarelada (brilhante) circular lisa liso
UFLA 08-LS amarelada (brilhante) irregular lisa ondulado_
UFLA I1-LS amarela (opaca) circular lisa liso
UFLA 25-LS creme (brilhante) circular lisa liso

Dos isolados selecionados, sete sio gram positivos (UFV-E22, UFV-
E26, UFV-E29, UFV-E34, UFLA 06-LS, UFLA 08-LS, UFLA 11-LS) e cinco
gram negativos (UFV-E17, UFV-E25. UFV-E27, UFV-E49, UFLA 25-LS)
(Tabela 10).

Na relagéo com o oxigénio livre, apenas o isolado UFV-E25 comportou-
se como anaerdbio facultativo e os demais como aerébios estritos (Tabela 10).
Dentre os isolados gram negativos, nenhum produziu pigmentos fluorescentes
em meio King B, ndo sendo indicativo de Pseudomonas fluorescens (Tabela 10).

Quanto 2 reagdo de hipersensibilidade, nenhum dos isolados
selecionados induziu HR em plantas de fumo, indicando auséncia de
fitopatogenicidade (Tabela 10).

As bactérias isoladas de tecidos internos de plantas sadias compreendem
aproximadamente 129 espécies, representando cerca de 54 géneros (Mundt &

Hinkle, 1976; Gardner et al., 1982; McInroy & Kloepper. 1995; Sturtz, 1995).

61



TABELA 10: Caracteristicas fisiologicas e patogénicas dos isolados de bactérias
endofiticas previamente selecionados como promotores do
crescimento e controle da murcha bacteriana do tomateiro

Isolados Gram Oxigénio livre Fluorescéncia HR
UFV-Ei7 - aerébio estrito - -
UFV-E22 + aerébio estrito - -
UFV-E25 - anaerébio facultativo - -
UFV-E26 + aerdbio estrito - -
UFV-E27 - aerébio estrito - -
UFV-E29 + aerdbio estrito - -
UFV-E34 + aerdbio estrito - -
UFV-E49 - aerdbio estrito - -
UFLA 06-LS + aerébio estrito - -
UFLA 08-LS + aerébio estrito - -
UFLA 11-LS + aercbio estrito - ) -
UFLA 25-LS - aerdbio estrito - -

(+): Resultado positivo: (-): Resultado negativo

De acordo com Hallmann et al. (1997), predominam os géneros Bacillus,
Pseudomonas, Enterobacter e Agrobacterium.

Ishida (2004), ao fazer a caracterizagdo parcial de quatro isolados
previamente selecionados para o controle da mancha angular do algodoeiro,
verificou que trés deles eram gram positivos. Quanto 2 relagdo com oxigénio,
dois comportaram-se como aer6bios estritos e dois como anaerébios
facultativos.

De forma semelhante, Silva (2004) constatou que, dos 53 isolados de
bactérias endofiticas provenientes de hastes e folhas de tomate e pimentéo, cerca
de 73,07% foram gram positivos, 84,61% cresceram na auséncia de oxigénio €
nenhum isolado produziu pigmentos fluorescentes. Por outro lado, Naves et al.
(2002) verificaram que em 81 isolados endofiticos obtidos do sistema radicular
de diferentes plantas amostradas, 59,56% foram gram negativos e 40,74% gram
positivos. Dentre os isolados gram negativos, 37,50% produziram pigmentos

fluorescentes em meio King B.



6 CONCLUSOES

| Foram obtidos 150 isolados de bactérias endofiticas, sendo 40 a partir de
folhas e caules e 110 de raizes de tomateiro. Deste total, dez promoveram O
crescimento e oito reduziram a severidade da murcha bacteriana do tomateiro

em relagio a testemunha.

2 Apenas quatro isolados promoveram 0 crescimento de plantas e controlaram a

murcha bacteriana do tomateiro.

3 Os isolados UFV-E34 e UFLA 25-LS. selecionados para o controle da murcha
bacteriana do tomateiro, ndo apresentaram efeito inibidor direto sobre R.
solanacearum, indicando a indugdo de resisténcia como provédvel mecanismo

de controle da doenga.

4 Dos dez isolados selecionados como promotores de crescimento de plantas de
tomateiro, somente UFV-EI7 ¢ UFLA 06-LS inibiram in vitro o crescimento

de R. solanacearum.

5 Dentre os isolados endofiticos testados, predominaram as do tipo gram

positivo.
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CAPITULO 3

ASSOCIACAO DE BACTERIAS ENDOFITICAS E GENOTIPOS
RESISTENTES VISANDO AO CONTROLE DA MURCHA
BACTERIANA DO TOMATEIRO

70



1 RESUMO

BARRETTI, Patricia Baston. Associagdo de bactérias endofiticas e genotipos
resistentes visando ao controle da murcha bacteriana do tomateiro. In:
Murcha bacteriana do tomateiro e possibilidades de seu controle por
associaciio: endofitia, resisténcia induzida e varietal. 2005. Cap.3, p.70-88.
Tese (Doutorado em Fitopatologia) - UFLA, Lavras, MG.*

A partir de 150 isolados de bactérias endofiticas obtidos de folhas, caules
e raizes de plantas de tomateiros, foram selecionados dois isolados (UFV-E34 e
UFLA 25-LS) com potencial para reduzir a severidade da murcha bacteriana.
Visando obter técnicas alternativas ao manejo da doenga. esses isolados foram
introduzidos em plantulas das cultivares Caraibe, Drica. Santa Clara e do
gendtipo Yoshimatsu com diferentes niveis de resisténcia a doenga. Para a
introdugdo dos antagonistas selecionados utilizou-se o corte do hipocdtilo. Dez
dias ap6s o transplantio das segoes de parte aérea, procedeu-se a infestagiio do
solo com a bactéria desafiante, em casa de vegetagdo. A severidade da murcha
bacteriana foi avaliada a cada cinco dias durante um més e, apos a sexta
avaliacio, calculou-se a drea abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD).
Trés métodos de introdugdo das bactérias endofiticas foram testados:
microbiolizagio de sementes, irrigagao do substrato e corte do hipocdtilo. A
combinacdo entre gendtipos resistentes € endofiticas reduziu a severidade da
doenca entre 20.52% e 64,85% em relagio as respectivas testemunhas. O isolado
UFV-E34 foi mais eficaz do que UFLA 25-LS na associacdo com as cultivares,
com excecio da cv. Carafbe, que ndo apresentou diferenca significativa entre 0s
isolados. Os métodos de introdugdo de bactérias endofiticas avaliados nao
diferiram entre si.

+Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV e Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-orientadores).
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2 ABSTRACT

BARRETTI, Patricia Baston. Association between endophytic bacteria and
resistant genotypes aiming at the control of tomato bacterial wilt. In:
Tomato bacterial wilt and possibilities of its control through the asseciation
of endophytic bacteria and induced and variety resistance. 2005. Chap.3,
p.70-88. Thesis (Doctorate in Phytopathology) - UFLA, Lavras, MG.*

Out of 150 isolates of endophytic bacteria obtained from leaves. stems
and roots of tomatoes plants, two were selected (UFV-E34 and UFLA 25-LS)
with potential to reduce in vivo tomato bacterial wilt severity. To obtain
alternative techniques to control bacterial wilt, the isolates were applied in
tomato seedlings cv. Carafbe, Drica, Santa Clara and in genotype Yoshimatsu
with different disease resistance levels. To apply the selected antagonists was
used a cut in the hipocotyl. The pathogenic bacteria was inoculated ten days
after transplanting the upper portion of the cut seedlings by soil drenching with a
cell suspension. Bacterial wilt severity was assessed every five days, during one
month. The area under disease progress curve (AUDPC) was calculated after the
sixth assessment. Three methods to apply endophytic bacteria were tested: seeds
microbiolization, irrigation substrate and cut of the hipocotyl. The combination
of resistant genotypes and endophytic bacteria reduced disease severity in a
range of 20.52% and 64.85% in relation to the respective untreated plants. The
isolate UFV-E34 was more efficient than UFLA 25-LS in the association with
the cultivars, except for cv. Caraibe in which no significant difference among the
isolates was observed. The methods to apply endophytic bacteria did not affect
the efficiency of the isolates in controlling the disease.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Avdiser), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV and Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-advisers).
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3 INTRODUGCAO

A murcha bacteriana é considerada uma das mais importantes doengas
de plantas, sendo amplamente distribuida pelo mundo, altamente destrutiva €
capaz de infectar vdrias espécies (Kelman & Jensen, 1951; Hayward, 1994).
Dentre as familias vegetais de importincia econdmica atacadas pela doenga, as
solandceas sio as mais severamente afetadas (Lopes & Reifschneider, 1999).

Geralmente, as maiores incidéncia da doenga ocorrem em regides de alta
temperatura e umidade do solo (Hayward, 1991; Kelman et al., 1994; Takatsu &
Lopes, 1997), tomando-se fatores limitantes & tomaticultura.

O controle da murcha é dificil devido 2 sobrevivéncia do patégeno no
solo, & ampla gama de hospedeiros e a variabilidade da bactéria, principalmente
sob condigoes ambiente favordveis a doenca (Takatsu & Lopes, 1997). As
medidas a serem adotadas dependem da cultura, dos isolados do patégeno
presentes, do conhecimento do seu sitio de sobrevivéncia e do modo de
transmissdo (Hayward, 1994). Dentre essas estratégias, incluem-se a selecio de
material de plantio livre do pat6geno, a rotagio de culuras, a eliminagdo de
plantas invasoras suscetiveis e o uso de microrganismos antagonistas ¢ de
cultivares resistentes (Michel et al., 1996).

O controle efetivo da murcha tem sido obtido por meio do melhoramento
genético. No entanto, 0 conhecimento do biovar de R. solanacearum em
determinada drea é extremamente importante para 0 desenvolvimento de
cultivares resistentes, pois as variedades desenvolvidas com alto nivel de
resisténcia para um determinado local podem ndo se desenvolver bem em outras
condi¢des ambiente ou a outros isolados do patégeno (Kelman et al., 1994). .

Os actinomicetos (Moura et al., 1999) e as bactérias do rizoplano
(Peixoto et al., 1995) t€m sido pesquisados com SUCESSC NO controle da murcha

bacteriana do tomateiro.
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Nascimento (1998) verificou que bactérias endofiticas obtidas de batata
doce e Ipomea sp. promoveram redugdes na incidéncia e na severidade da
murcha bacteriana do tomateiro. De maneira semelhante, dois isolados
endofiticos provenientes de tomateiros também destacaram-se por reduzir a
incidéncia desta doenga, diferindo da testemunha ndo tratada que apresentou
100% de murcha (Barretti, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito em conjunto de bactérias
endofiticas e gendtipos de tomateiro com diferentes niveis de resisténcia no
controle da murcha bacteriana, bem como diferentes métodos de introducdo das

bactérias endofiticas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalaciio dos experimentos

Os experimentos foram instalados e conduzidos em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras, MG.

4.2 Origem e preservagio do patdgeno

O isolado de R. solanacearum biovar 1L, proveniente da colegdo de
bactérias fitopatogénicas do Laboratério de Bacteriologia Vegetal da UFLA, foi
preservado em peptona-glicerol a -80°C. Para realizar os testes, foi transferido
para o meio 523 de Kado & Heskett (1970), pelo método de estrias paralelas e
incubado a 28°C por 48 horas. Em seguida, foi submetido ao teste de
patogenicidade. Vinte e um dias apés a semeadura, em casa de vegetagdo,
plantulas de tomateiro da cultivar Santa Clara foram inoculadas pelo método de
imersdo das raizes das plantulas na suspensio bacteriana (Winstead & Kelman,
1952) e, posteriormente, transplantadas para vasos com capacidade de 1,5kg
contendo solo.

As plantas com sintoma de murcha foram submetidas ao “teste do copo™.
Observada a exsudagdo, cortaram-se as hastes das plantas em pequenas se¢oes,
as quais foram desinfestadas superficialmente em dlcool etilico (70%) por trinta
segundos e em hipoclorito de sédio (2%) por | minuto e lavadas em dgua
destilada esterilizada. A seguir, as segdes foram colocadas perpendicularmente
em placas de Petri, com a extremidade imersa em 4gua destilada esterilizada
para que ocorresse a exsudagdo. Apos 10 minutos, observada a exsudagdo

bacteriana. fez-se a repicagem, pelo método de estrias paralelas, em placas de
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Petri contendo meio de cultura 523. As placas foram incubadas a 28°C por 48
horas.

A identificagdo do isolado em nivel de biovar foi feita por meio dos
testes de producgdo de aglicares (maltose, lactose e celobiose) e dlcoois (manitol,

sorbitol e dulcitol), segundo a metodologia de Hayward (1964) (Capitulo 2).

4.3 Origem, isolamento e preservacio dos isolados de bactérias endofiticas

Os isolados de bactérias endofiticas UFV-E34 e¢ UFLA 25-LS,
previamente selecionados (Capitulo 2), obtidos de plantas de tomateiro
provenientes das regiGes de Vigosa e Lavras, Minas Gerais, foram preservados
em peptona-glicerol a -80°C. Para realizar os testes, os isolados endofiticos
foram transferidas para placas de Petri contendo meio 523 e incubadas a 28°C
em cimara de crescimento. Ap6s 48 horas, foram preparadas as suspensoes
bacterianas adicionando-se d4gua de tomeira e homogeneizando-se com a alga de

Drigalsky.

4.4 Associac@o entre bactérias endofiticas e gendtipos de tomateiros com
diferentes niveis de resisténcia a R. solanacearum no controle da murcha
bacteriana em casa de vegetaciio

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
oito tratamentos, quatro repeticdes e duas plantas por parcela, obedecendo ao
arranjo fatorial 4 x 2 com quatro gendtipos de tomateiro (Caraibe, Drica, Santa
Clara e Yoshimatsu) e dois isolados de bactérias endofiticas (UFV-E34 e UFLA
25-LS) com quatro tratamentos adicionais. Os tratamentos adicionais
constituiram-se de plantas de cada genétipo inoculadas com R. solanacearum

(testemunhas inoculadas).
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A introdugio das bactérias endofiticas em plantulas de tomateiro nos
gendtipos Caratbe, Drica, Santa Clara e Yoshimatsu, cultivadas em bandejas de
isopor contendo substrato Plantmax®, foi feita pelo corte do hipocétilo (Kijima
et al., 1995) como se segue. Plantulas de tomateiro apresentando segundo par de
folhas definitivas foram seccionadas na regido do hipocétilo. O sistemna radicular
foi descartado e o restante da planta imerso por seis horas, em suspensdo de
células de cada bactéria endofitica ajustada a0 espectofotdmetro para Asip=0.2.
Posteriormente, as se¢des de parte aérea foram plantadas em vasos de Skg de
capacidade contendo a mistura de solo, areia € esterco (2:1:1) previamente
fumigada com brometo de metila, aguardando-se o enraizamento.

Para as plantas testemunha utilizou-s¢ 0 mesmo procedimento, no
entanto, a parte aérea foi imersa em 4gua destilada esterilizada.

A inoculagdo com R. solanacearum foi realizada pela irrigagdo do solo
com 30mL de suspensdo bacteriana na concentragio Asi=0.10. As plantas
permaneceram em casa de vegetagdo até o término do experimento.

A severidade da murcha bacteriana foi avaliada aos 5,10, 15,20,25e 30
dias apds a inoculagdo do patégeno, empregando-se a escala de Winstead &
Kelman (1952) adaptada (Capitulo 2). Apés o término das avaliages, 0s dados
de severidade foram integrados ao longo do tempo, obtendo-se a drea abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD), pela férmula proposta por Shaner &
Finney (1977) (Capitulo 2).

Os dados de severidade da murcha bacteriana foram submetidos a
andlise de variancia, no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As médias entre 0s
wratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de probabilidade. As varidveis,
cujos efeitos de tratamentos foram significativos, foram submetidas ao tesie

Scott-Knott.
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4.5 Comparagio entre métodos de introducéio de bactérias endofiticas para
o controle da murcha bacteriana do tomateiro

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
seis tratamentos, quatro repeticoes e duas plantas por parcela, obedecendo ao
arranjo fatorial 3 x 2 com trés métodos de introdugdo das bactérias endofiticas
(microbiolizagdo de sementes, irrigagdo do substrato e corte do hipocétilo) e
dois isolados de bactérias endofiticas (UFV-E34 e UFLA 25-LS) com um
tratamento adicional. O tratamento adicional constituiu-se da testemunha
inoculada com R. solanacearum.

A inoculagdo da bactéria desafiante ¢ as avaliagGes da severidade da
murcha bacteriana foram realizadas conforme descrito no item 4.4. As plat{tas
permaneceram em casa de vegetagdo até o término do experimento.

Os dados de severidade da murcha bacteriana foram submetidos a
anilise de varidncia, no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As médias entre os
tratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de probabilidade. As varidveis,
cujos efeitos de tratamentos foram significativos, foram submetidas ao teste

Scott-Knott.
4.5.1 Introdugio de bactérias endofiticas por microbioliza¢io de sementes

As sementes de tomateiro da cultivar Santa Clara foram desinfestadas
superficialmente por imersdo em hipoclorito de sédio 1% por 5 minutos e, em
seguida, enxaguadas trés vezes em dgua destilada esterilizada. Apds secagem em
papel filtro, as sementes foram imersas por 30 minutos em suspensdo de células
de cada bactéria endofitica ajustada ao espectofotometro para As=0,2. Em
seguida, foram semeadas em bandejas de poliestireno de 72 células contendo
substrato Plantmax®. Foram colocadas quatro sementes por célula, sendo feito o

desbaste sete dias apds a semeadura, deixando-se uma plantula por célula.
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Posteriormente, as plantulas foram transplantadas para vasos de 3kg de
capacidade contendo a mistura de solo, areia e esterco (2:1:1), previamente
fumigada com brometo de metila.

Para as plantas testemunha, utilizou-s¢ 0 MESMO procedimento, no

entanto, as sementes foram imersas em dgua destilada esterilizada.

4.5.2 Introdugiio de bactérias endofiticas por irrigagdo do substrato

A irrigag¢do do substrato na bandeja foi feita pela distribuigo de 10mL
de suspensio de células de cada bactéria endofitica ajustada ao espectofotometro
para Asy=0,2 por célula. Ap6s a homogeneizagéo do substrato, quatro sementes
de tomateiro da cultivar Santa Clara desinfestadas superficialmente, conforme
descrito no item 4.5.1, foram semeadas por célula, sendo feito o desbaste sete
dias apds a semeadura, deixando-se uma plantula por célula. Posteriormente, as
plantulas foram transplantadas para vasos de 3kg de capacidade contendo a
mistura de solo, areia e esterco (2:1:1), previamente fumigada com brometo de
metila.

Para as plantas testemunha, utilizou-se o mesmo procedimento. no

entanto, o substrato foi irrigado com dgua destilada esterilizada.

4.5.3 Introdugiio de bactérias endofiticas pelo corte do hipocétilo

O preparo das mudas de tomateiro da cultivar Santa Clara e a introducao

dos isolados endofiticos ocorreu conforme descrito no item 4.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

5.1 Associacdo entre bactérias endofiticas e gendtipos de tomateiros com
diferentes niveis de resisténcia a R. solanacearum no controle da murcha
bacteriana em casa de vegetaciio

Houve interagdo entre os diferentes genétipos de tomateiro e os isolados
endofiticos (Tabela 1). Dessa forma, verificou-se que a introdugéo dos isolados
UFV-E34 e UFLA 25-LS nas cultivares Caraibe ¢ Santa Clara e no gendtipo
Yoshimatsu ¢ UFV-E34 na cv. Drica proporcionou redugSes varidveis na
severidade (AACPD) da murcha bacteriana, com a porcentagem de controle da
doenca variando entre 15,6% e 64,9% em relagdo as respectivas testemunhas.
No entanto, o mesmo efeito sinergistico ndo foi observado quando a cv. Drica
foi tratada com UFLA 25-LS (Tabela 1).

O isolado UFV-E34 foi mais eficiente na redugio da AACPD, exceto
para a cv. Caraibe, para a qual ndo houve diferenca entre os isolados (Tabela 1).
Este resultado vem ao encontro dos obtidos no capitulo 2 que, apesar de UFV-
E34 ndo diferir estatisticamente de UFLA 25-LS, apresentou a maior
porcentagem de controle (31,25%) da murcha bacteriana em relagdo 2
testemunha.

Diversos genétipos tém demonstrado resisténcia 2 murcha bacteriana. No
entanto, as cultivares Caraibe, Drica e o genétipo Yoshimatsu t€ém sido
utilizados como padrdo de resisténcia, enquanto a cv. Santa Clara ¢ o genétipo
L-390 tém sido utilizados como padrao de suscetibilidade (Lopes et al., 1994).

Experimentos realizados em casa de vegetagdo, no municipio de Lavras,
MG, mostraram que as cultivares Caraibe e Drica apresentaram menor AACPD
em relagfo a cv. Santa Clara. Em solo naturalmente infestado, no municipio de
Palmas, TO, a cv. Santa Clara também apresentou a maior AACPD (118,56)
diferindo das cultivares Drica e Caraibe (66,40 ¢ 66,96) (Lima Neto, 2001).
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TABELA 1: Severidade da murcha bacteriana do tomateiro em gendtipos
resistentes tratados com bactérias endofiticas previamente

selecionadas
Trat. Caraibe Drica Santa Clara Yoshimatsu
sev’ % sev % sev %" sev’ %*
UFvV3d  686aB° 205 675aB 156 754aC 345 334aA 649
UFLA25 675aB 21,7 838cC - 808bD 219 375bA 605
Test. 86.3 bB - 80.0bA - 1150cD - 95,0cC -

TMédias seguidas pela mesma letra (minuscula), na mesma coluna, nio diferem entre si
elo teste de Scott-Knott. a 5% de probabilidade
*Médias seguidas pela mesma letra (maidscula), na mesma linha. ndo diferem entre si
?elo teste de Scott-Knott. a 5% de probabilidade
Severidade da murcha bacteriana do tomateiro (AACPD)
*Porcentagem de controle em relago as respectivas testemunhas

Resultados semelhantes foram obtidos por Reis (1996) que, ao avaliar a
resisténcia de diferentes linhagens e cultivares, constatou superioridade da cv.
Hawaii 7998 (grupo 1 de controle), seguida da ‘Caraibe’ e do gendtipo
Yoshimatsu (grupo 2 de controle) em relagdo as testemunhas ‘Santa Clara’ ¢
*Angela’ (grupo 8 de controle). Por outro lado, observou-se neste trabalho que a
introdugdo das bactérias endofiticas em plantas da cv. Santa Clara também
reduziu a severidade da doenga quando comparada a testemunha nao tratada,
indicando que esta interagio pode melhorar a resisténcia dos gendtipos
suscetiveis.

Os programas de melhoramento do tomateiro para resisténcia 2 murcha
bacteriana tém encontrado dificuldades em obter materiais com resisténcia
estdvel 2 doenca, uma vez que O desenvolvimento de cultivares resistentes €
dependente das condi¢des de ambiente e do biovar de R. solanacearum
(Hayward, 1994) Assim. alguns gendtipos desenvolvidos para um determinado

local podem falhar quando plantados em outras regides, nas quais predominam
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condiges ambientes favordveis 3 doenca e outras variantes do patégeno
(Kelman et al., 1994). De acordo com McCarter (1991), em diferentes partes do
mundo, gendtipos de tomateiro tidos como resistentes a2 murcha bacteriana tém
se comportado como suscetiveis quando submetidos a diferentes isolados.

Chumvissot & Lambeth (1983) testaram, em casa de vegeta¢do e campo,
gendtipos oriundos de vérios paises a diferentes isolados de R. solanacearum e
observaram que, devido a ocorréncia de altas temperaturas durante a condugio
dos ensaios, somente dois gendtipos, CRA 66 e VC 48-1 foram resistentes.
Todos os demais, incluindo a recém-langada variedade Vénus, foram suscetiveis.
Resultados semelhantes foram observados por Lopes et al. (1994) para os
gendtipos Rotam-4, Yoshimatsu 4-11, Hawaii 7998, Irat 3, Rodasse e a cv.
Caraibe, que apresentaram altos indices de doenca ao biovar 1 de R
solanacearum, apesar de serem tidos como resistentes.

Um outro obsticulo relatado por pesquisadores para se obter material
genético de tomate resistente 8 murcha bacteriana ¢é a dificuldade em combinar
niveis satisfatérios de resisténcia com tamanho e qualidade dos frutos (Reis,
1996). Evidéncias indicam que hd uma forte ligacdo entre os genes que
controlam a resisténcia hospedeira em tomateiro ¢ 0s genes responsdveis pelo

pequeno tamanho do fruto (Sonoda & Augustine, 1978).

5.2 Comparagiio entre métodos de introducfio de bactérias endofiticas para
o controle da murcha bacteriana do tomateiro

Nio houve interagio entre os isolados e os métodos de introdugdo. Dessa
forma, foi realizada a andlise individual dos fatores.

Os trés métodos utilizados diferiram entre si quanto a redugio da

severidade da murcha bacteriana do tomateiro (Tabela 2).
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TABELA 2: Severidade da murcha bacteriana (AACPD) em tomateiros tratados
por diferentes métodos com bactérias endofiticas

Métodos de introduciio AACPD % de controle
Microbiolizagdo de sementes 34,69a 55,95
Irrigagdo do substrato 43,44 a 44,84
Corte do hipocétilo 50,63 a : 35.71
Testemunha inoculada 78,75b -

TMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scou-Knott, 5%
de probabilidade

2 - -

’Em relagéo & testemunha

As plantas tratadas por microbiolizagdo de sementes reduziram em
55.95% a severidade da doenga, enquanto que €m plantas tratadas pelo método
de irrigagdo do substrato e pelo corte do hipocétilo a redugdio da doenca foi de
44.,84% e 35,71%, respectivamente, em relagdo a testemunha.

Os isolados UFV-E34 e UFLA 25-LS néo diferiram significativamente
entre si, mas diferiram da testemunha, proporcionando AACPD menores do que
a testemunha (Tabela 3).

Estudos comparando diferentes métodos de introdugdo indicaram que 2
aplicagio de bactérias endofiticas para introdugdo no tecido da planta €
especifico para cada isolado (Musson et al., 1995). Porém, a eﬁgiéncia dos trés
métodos avaliados neste trabalho mostraram que, uma vez dentro das plantas,
sob condigdes de disponibilidade de nutrientes e de pouca ou até mesmo
nenhuma competigio microbiana, as endofiticas s3o capazes de se multiplicar e
colonizar os tecidos da hospedeira ¢ adaptadas a0 habitat, podem atuar como
agentes de controle bioldgico de diversos patdgenos.

Os métodos de introdugdo de bactérias endofiticas avaliados neste
trabatho t&m sido amplamente utilizados, por diversos autores, pelas vantagens
que oferecem em relagio aos outros (Nascimento, 1998; Naves, 2000; Barretti,
2001: Sifva, 2004). De acordo com Kijima et al. (1995), € possivel que o corte

do hipocétilo, destituindo as plantulas de suas raizes, possa ativar mecanismos
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TABELA 3: Severidade da murcha bacteriana do tomateiro (AACPD)

proveniente de isolados de bactérias endofiticas previamente selecionados

Isolado AACPD % de controle’
UFV-E34 41,67a' 47,09
UFLA 25-LS 50,83 a 34,45
Testemunha inoculada 78,75b -

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. pelo teste de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade
’Em relagdo 2 testemunha

que confiram protegdo contra patégenos, induzindo certa resisténcia as plantas.
No entanto, a microbiolizagdo de sementes e a irriga¢do do substrato oferecem
protegdo as plantulas desde o inicio da germinagdo da semente e podem ser
aplicadas em conjunto, aumentando assim a protegio conferida as plantas
(Naves, 2000).

Os métodos testados neste trabalho sdo rdpidos e préticos, podendo ser
utilizados na produ¢do de mudas em larga escala. No entanto, as sementes
microbiolizadas podem ser arrmazenadas por diversos meses (Hallmann et al.,
1997).
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6 CONCLUSOES

1 A associacio entre bactérias endofiticas ¢ gendtipos de tomateiros com
diferentes niveis de resisténcia a R. solanacearum reduziu a severidade da

murcha bacteriana entre 15.6% e 64.9%.

2 O isolado UFV-E34 foi mais eficaz do que UFLA 25-LS na associagdo com as
cultivares, com excecio da cv. Caraibe, que ndo apresentou diferenca

significativa entre os isolados.
3 Os miétodos de introdugfio de bactérias endofiticas testados, microbiolizagdo

de sementes, irrigagio do substrato e corte do hipocétilo, ndo diferiram

estatisticamente na eficiéncia em reduzir a severidade da doenga.
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CAPITULO 4

EFEITO DO ACIBENZOLAR-S-METIL (ASM) NA PROTECAO
CONTRA A MURCHA BACTERIANA DO TOMATEIRO
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1 RESUMO

BARRETTI, Patricia Baston. Efeito do acibenzolar-S-metil (ASM) na protecgio
contra a murcha bacteriana do tomateiro. In: . Murcha bacteriana do
tomateiro e possibilidades de seu controle por associaciio: endofitia,
resisténcia induzida e varietal. 2005. Cap.4, p.89-112. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) - UFLA, Lavras, MG.*

Para avaliar o efeito do ASM no controle da murcha bacteriana do
tomateiro foram conduzidos ensaios em casa de vegetagdo € em cdmara
climatizada. O ASM foi aplicado via pulverizagdo foliar e irrigado no solo na
mesma concentragao e volume (2,5g i.a./100L de dgua; 25mL/planta), 1 e 7 dias
ap6s o transplantio de mudas de tomateiro cv. Santa Clara. A inoculagdo de
Ralstonia solanacearum ocorreu trés dias apés a segunda aplicagdo do produto.
A severidade da doenga foi avaliada a cada cinco dias e, ap6s a sexta avaliagdo,
calculou-se a drea abaixo da curva de progresso da murcha bacteriana (AACPD).
Nio houve diferenga no modo de aplicagdo do produto, mas houve redugdo
significativa na severidade da doenga em relagdo a testemunha ndo tratada. No
ensaio em cdmara climatizada, observou-se aumento na altura das plantas
tratadas com ASM e correlagdo negativa entre severidade da doenga e
crescimento das plantas. Para determinar a melhor dose de manutengio e época
de aplicag@o, o ASM foi aplicado via irrigagdo do solo nas doses de 0,625, 1,25
e 2,5g i.a/100L de 4dgua, com intervalos de aplicagdo de dez dias. As doses de
manutengdo do ASM apresentaram redugdes intermedidrias da severidade,
diferindo entre si e dos demais tratamentos. Quanto as épocas de aplicagdo, nao
houve diferenga significativa para o produto aplicado uma ou duas vezes apds a
inoculagdo da bactéria desafiante. A aplicagio de ASM reduziu a densidade
populacional de R. solanacearum embora ndo tenha havido diferenca
significativa.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV e Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-orientadores).
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2 ABSTRACT

BARRETTI, Patricia Baston. Effect of acibenzolar-S-metil in the protection
against tomato bacterial wilt. In: . Tomato bacterial wilt and
possibilities of its control through the association of endophytic bacteria
and induced and variety resistance. 2005. Chap4, p. 89-112. Thesis
(Doctorate in Phytopathology) - UFLA, Lavras, MG.*

The evaluation of the effect of ASM in the control of tomato bacterial
wilt was made in greenhouse and in aclimatized room. ASM was applied by
foliar spraying and by soil drenching at the same concentration and dose (2.58
a.i/100L of water; 25mL/plant), 1 and 7 days after transplanting tomato
seedlings cv. Santa Clara. Raistonia solanacearum was inoculated three days
after the second application of ASM. Disease severity was assessed every five
days. The area under disease progress curve (AUDPC) was calculated after the
sixth assessment. There was no difference between procedures of application,
but there was significant reduction in disease compared to untreated plants. In
the experiment conducted in aclimatized room an increase in the height of
tomato plants treated with ASM was observed as well as a negative correlation
between disease severity and plant growth promotion. To determine the best
maintenance dose and application time, ASM was applied by soil drenching
using doses of 0.623, 1.25 and 2.5g a.i/100L of water at ten days application
intervals. The maintenance doses of ASM provided intermediate severity
reductions, differing to each other and 1o the other treatments. In relation to
application times, there was no significant difference when the product was
applied whithin one or two times after the inoculation of the pathogenic bacteria.
The application of ASM reduced R. solanacearum population density, although
there was not significant difference when compared with the control plants.

*Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Avdiser), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV and Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-advisers).
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3 INTRODUCAO

A murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum, constitui
uma doenga de grande importancia para a cultura do tomateiro, principalmente
sob condigbes de ambiente favordveis. Em regibes de alta temperatura e
umidade, a doenca pode comprometer em até 100% a produgdo, tornando-se
limitante a cultura (Rao et al., 1975). O controle dessa doenga € extremamente
dificil e as medidas adotadas, muitas vezes, ndo sio eficientes, devido a
sobrevivéncia do patégeno no solo, 2 ampla gama de hospedeiros e 2
variabilidade da bactéria (Takatsu & Lopes, 1997; Lopes & Reifschneider,
1999).

Como medidas de controle podem ser citados o uso de cultivares
resistentes, a rotagdo de culturas, a seleciio de material de plantio livre do
patégeno e o uso de microrganismos antagonistas (Michel et al., 1996). A
utilizagio de produtos quimicos, incluindo antibi6ticos e fungicidas, ndo
apresentou sucesso no controle da doenga (Takatsu & Lopes, 1997).

A resisténcia induzida tem demonstrado seu potencial no controle de
virias doengas de plantas, podendo ser ativada por agentes indutores abiticos
ou bidticos, tais como moléculas sintetizadas ou quimicos, ndo patégenos, ragas
incompativeis de patégenos ou patégenos virulentos (van Loon et al., 1998).
Dentro desse contexto, os quimicos indutores de resisténcia surgem como opgao
promissora no controle de doengas em tomateiro. Dentre as substincias
indutoras de resisténcia sistémica adquirida (SAR), encontram-se o probenazole
(PBZ), o 4cido 2,6-dicloroisonicotinico, o acido 2,6-dicloroisonicotinico metil
éster (INA) e o benzo (1,2,3) tiadiazole-7 dcido carbotibico S-metil éster
(acibenzolar-S-metil) entre outros, porém, poucos atingiram a comercializagdo

(Oostendorp et al., 2001).



0O acibenzolar-S-metil (ASM) ¢ o ativador de resisténcia mais estudado e
o primeiro produto comercial sob os nomes de Bion®, ActigardTM ¢ Boosi®
(Venancio et al, 2000). Na literatura foram citados varios exemplos
demonstrando o controle de bacterioses pela utilizagio do ASM (Romeiro et al.,
1999: Castro et al., 1999; Louws et al., 2001; Romero et al., 2001; Silva et al.,
2001; Aratjo et al., 2002; Silva et al., 2003).

A pulverizagio foliar de ASM protegeu as raizes de cenoura contra
Erwinia carotovora. Avaliaghes até sete dias apdés a colheita mostraram
redugdes de 60% a 90% na incidéncia da podriddo mole, quando comparadas 2
testemunha (Silva, 2002). O uso do ASM também proporcionou reducdo de
37,2% na severidade do crestamento bacteriano causado por Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Jesus J unior et al., 1999).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o melhor método de
aplicagio, a melhor dose de manutengdo e o melhor intervalo de aplicagio do

ASM. bem como avaliar seu efeito na densidade populacional do patégeno.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalagiio dos experimentos

Os experimentos foram instalados e conduzidos em casa de vegetagdo e
camara de crescimento do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

4.2 Producio de mudas

Sementes de tomateiro da cultivar Santa Clara foram semeadas em
bandejas de isopor de 128 células contendo substrato Plantmax®. Vinte ¢ um
dias ap6s a semeadura, as mudas foram transplantadas para copos pldsticos
(500mL) e vasos (5kg) contendo a mistura de solo, areia e esterco (2:1:1),

previamente fumigada com brometo de metila.

4.3 Origem e preservacio do patégeno

O isolado de R. solanacearum biovar 1I, proveniente da cole¢io de
bactérias fitopatogénicas do Laboratdrio de Bacteriologia Vegetal da UFLA, foi
preservado em peptona-glicerol a -80°C. Para realizar os testes, foi transferido
para o meio 523 de Kado & Heskett (1970) pelo método de estrias paralelas e
incubado a 28°C por 48 horas. Em seguida, foi submetido ao teste de
patogenicidade. Vinte ¢ um dias apés a semeadura, em casa de vegetagdo,
plantulas de tomateiro da cultivar Santa Clara foram inoculadas, pelo método de
imersdo das raizes das plantulas na suspensdo bacteriana (Winstead & Kelman,
1952) e, posteriormente, transplantadas para vasos com capacidade de [,5kg

contendo solo.



As plantas com sintoma de murcha foram submetidas ao “teste do copo™
para confirmagao. Observada a exsudagio, cortaram-se as hastes das plantas em
pequenas segdes, as quais foram desinfestadas superficialmente em dlcool etilico
(70%) por trinta segundos e em hipoclorito de sédio (2%) por | minuto e lavadas
em 4gua destilada esterilizada. A seguir, as segbes foram colocadas
perpendicularmente em placas de Petri, com a extremidade imersa em dgua
destilada esterilizada para que OcCOITESSE a exsudacdo. Ap6s 10 minutos,
observada a exsudagio bacteriana, fez-se a repicagem, pelo método de estrias
paralelas, em placas de Petri contendo meio de cultura 523. As placas foram
incubadas a 28°C por 48 horas.

A identificagio do isolado em nivel de biovar foi feita por meio dos
testes de produgdo de agicares (maltose, lactose e celobiose) e dlcoois (manitol,

sorbitol e dulcitol), segundo a metodologia de Hayward (1964) (Capitulo 2).

4.4 Efeito do modo de aplicagio do ASM na severidade da murcha
bacteriana do tomateiro e no crescimento de plantas

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
seis tratamentos, cinco repetices e duas plantas por parcela. Os tratamentos
foram constituidos de plantas tratadas com a suspensio de ASM, via
pulverizagdo foliar ou irrigagdo do solo, inoculadas ou ndo com R.
solanacearum, uma testemunha nio tratada com a suspensdo de ASM e sem
inoculagio com R. solanacearum (testemunha absoluta) e uma testemunha ndo
tratada com a suspensio de ASM e inoculada com R. solanacearum (testemunha
inoculada).

Mudas de tomateiro da cultivar Santa Clara foram pulverizadas ou
irrigadas via solo com suspensio de ASM na concentragdo de 2,5g i.a/100L de
4gua, sendo aplicados 25mL da suspensio/planta. O ASM foi aplicado um € sete

dias apés o transplantio das mudas.

95



A inoculagdo com R. solanacearum (As0=0,10) ocorreu trés dias apds a
segunda aplicagdo do produto, pela irrigagdo do solo com 30mL de suspensdo
bacteriana. No primeiro ensaio, as plantas foram mantidas em camara de
crescimento climatizada, e no segundo ensaio, em casa de vegetagao.

A severidade da murcha bacteriana foi avaliada aos 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30
dias apés a inoculagio do patdgeno, utilizando-se a escala de Winstead &
Kelman (1952) adaptada (Capitulo 2). Apés o término das avaliagGes, os dados
de severidade foram integrados ao longo do tempo, obtendo-se a drea abaixo da
curva de progresso da doenga (AACPD), pela férmula proposta por Shaner &
Finney (1977) (Capitulo 2). ‘

Juntamente com a severidade da doenga, avaliou-se o créscimento das
plantas de tomateiro tratadas com ASM. Aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap6s a
inoculagdo do patégeno, mediu-se a altura e calculou-se a drea abaixo da curva

de crescimento (AACCP) ou curva de crescimento médio das plantas, pela

féormula:
n-1

AACCP = Y[(X; + Xio1)/2](tiiy — ;) (Shaner & Finney, 1977)
I=1

em que X € a altura da planta, t o tempo € n o nimero de avaliagSes no tempo.

Ao término das avaliagdes de severidade e altura, as plantas foram
colhidas e separadas em parte aérea e raizes. Em seguida, a parte aérea foi
pesada e as raizes cuidadosamente lavadas em 4gua corrente, secas em papel
absorvente e¢ pesadas, ambas em balanga eletronica. Posteriormente, a parte
aérea e as raizes foram acondicionadas, separadamente, em sacos de papel e
secas em estufa (70°C) até atingirem peso constante.

Os dados de severidade da murcha bacteriana e de altura das plantas de
tomate foram submetidos 2 andlise de variancia, no programa SISVAR (Ferreira,

2000). As médias entre os tratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de
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probabilidade. As varidveis, cujos efeitos de tratamentos foram significativos,

foram submetidas ao teste Tukey.

4.5 Efeito de épocas de aplicacdo e doses de manuten¢io do ASM na
severidade da murcha bacteriana do tomateiro

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
seis tratamentos e quatro repetigdes, obedecendo a0 arranjo fatorial 3 x 2 com
wrés dosagens de ASM (2.5, 1,25 ¢ 0,625g i.a/100L de 4gua) e duas épocas de
aplicagiio (aos 10 e aos 10 ¢ 20 dias ap6s a inoculagio do patdgeno) com trés
tratamentos adicionais. Os tratamentos adicionais constituiram-se de plantas
tratadas com a suspensdo de ASM sem dose de manﬁtengﬁo, de plantas n3o
tratadas com a suspensio de ASM e sem inoculagdo com R. solanacearum
(testemunha absoluta) ¢ de plantas ndo tratadas com a suspensdo de ASM ¢
inoculadas com R. solanacearum (testemunha inoculada).

Mudas de tomateiro da cultivar Santa Clara foram irrigadas via solo com
suspensdo de ASM na concentragdo de 2,5g i.a/100L de agua, sendo aplicados
25mL da suspensio/planta. O ASM foi aplicado um e sete dias apdés o
transplantio das mudas. "'

A inoculagiio com R. solanacearum (As=0,10) ocorreu trés dias apos a
segunda aplicagdo do produto. pela irrigagdo do solo com 30mL de suspensao
bacteriana.

Para a terceira e quarta aplicagdes do ASM, foram utilizadas as dosagens
acima citadas aos 10 e aos 10 e 20 dias apos a inoculagdo do patégeno. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacio até o término do ensaio.

A avaliagio da severidade da murcha bacteriana foi realizada conforme
descrito no item 4.4.

Os dados de severidade da doenga foram submetidos a andlise de

varidncia, no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As médias entre 0s
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tratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de probabilidade. As varidveis,
cujos efeitos de tratamentos foram significativos, foram submetidas ao teste

Tukey.
4.6 Efeito do ASM na densidade populacional de Ralstonia solanacearum

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e cinco repeticbes. Os tratamentos foram constituidos de plantas
tratadas, via irrigagdo do solo, com a suspensdo de ASM na concentragdo de
0,625¢g i.a/100L com uma dose de manutengio aos 10 dias apés a inoculagio
com o patégeno e com duas doses de manutergdo, aos 10 e 20 dias apds a
inoculagdo com o patégeno, uma testemunha tratada com a suspensao de ASM
sem dose de manuten¢ao, uma testemunha néo tratada com a suspensdo de ASM
e sem inoculagdo com R. solanacearum (testemunha absoluta) e uma testemunha
nio tratada com a suspensio de ASM e inoculada com R. solanacearum
(testemunha inoculada).

Aos 7, 14 e 21 dias ap6s a inoculago com a bactéria desafiante, plantas
de cada tratamento foram coletadas e levadas ao laboratério para o isolamento ¢
a quantificagiio do nimero de coldnias de R. solanacearum.

As hastes das plantas foram cortadas em pequenas segoes, pesadas,
desinfestadas superficialmente em dlcool etilico (70%) por trinta segundos, em
hipoclorito de sédio (2%) por | minuto e lavadas em dgua destilada esterilizada.
A seguir, as se¢des foram maceradas e, de cada macerado, foram obtidas
diluigdes sucessivas de 10" a 107, das quais adicionou-se 0,ImL na superficies
de placas de Petri contendo meio 523 e espalhadas com alga de Drigalsky. As
placas foram incubadas a 28°C por 48 horas ¢, ap6s esse periodo, foram feitas a

contagem e a estimativa de UFC/g de matéria fresca.
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Os dados de densidade populacional de R. solanacearum foram
submetidos 2 andlise de varidncia, no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As
médias entre os tratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de
probabilidade. As varidveis. cujos efeitos de tratamentos foram significativos,

foram submetidas ao teste Tukey.

99



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do modo de aplicacio do ASM na severidade da murcha
bacteriana do tomateiro e no crescimento de plantas

Nio houve diferenca significativa entre 0 modo de aplica¢ao do produto,
porém tanto a irrigagio do ASM no solo quanto a pulverizacao foliar reduziram
a severidade da murcha bacteriana do tomateiro em 27.49% e 16,23%,
respectivamente, em relagdo a testemunha nao tratada com o produto (Tabela 1).

Silva et al. (2001), em casa de vegetacdo, observaram que plantas de
tomate tratadas com ASM apresentaram 0% e 29,92% de incidéncia da murcha
bacteriana quando o produ.to foi aplicado via pulverizacio foliar ou irrigacdo do
solo, respectivamente, enquanto que, nas plantas testemunhas, a incidéncia foi
superior a 62%.

Aratjo et al. (2002), avaliando o modo de aplicagdo do ASM no controle
da murcha bacteriana do tomateiro no campo, verificaram que plantas tratadas
com ASM, via irrigacdo do solo ou pulverizacdo foliar, apresentaram menor
incidéncia da doenga quando comparadas a testemunha. No entanto, ao avaliar a
severidade, constatou-se que apenas o tratamento em que o ASM foi pulverizado
diferiu da testemunha.

Houve diferenga significativa na altura e no peso seco da parte aérea e
das raizes das plantas tratadas com o produto (Tabela 2). De acordo com a
anilise de correlagdo, as varidveis peso de matéria fresca e seca da parte aérea e
das raizes (PMFa, PMSa, PMFr e PMSr) apresentaram correlacdo positiva entre
elas (Tabela 3). Porém, a altura (ALT) apresentou correlagdo positiva apenas
com PMFa, nio apresentando diferenga significativa entre PMSa, PMFr e PMSr.

Com relacio a severidade da doenca (AACPD), a ALT, o PMFa, o
PMSa, o PMFr e o PMSr tiveram correlagdo negativa (Tabela 3).
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TABELA 1: Modo de aplicagio do ASM na redugdo da drea abaixo da curva de
progresso da murcha bacteriana (AACPD) do tomateiro

Tratamentos AACPD % de controle’

ASM irrigado 25002’ -

ASM pulverizado 25.00a -

ASM irrigado+Rs” 69.25b : 27,49

ASM pulverizado+Rs 80,00b 16,23
Testemunha inoculada 95,50 ¢ -
Testemunha absoluta (dgua) 25.00a -
TMédias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey. a 5% de
Probabilidade

“Rs: Ralstonia solanacearum
*Em relagdo a testemunha

TABELA 2: Modo de aplicagio do ASM no crescimento de plantas de tomateiro
em camara climatizada

Tratamentos ALT°  PMFa® PMSa’  PMFr’ PMSr’
ASM irrigado 4940a' 19,55a 18,02a 243 a 2,20b
ASM pulverizado 478%a 183%9a 170la 243 a 1,82b
ASM imrigado+Rs’ 3061b 351b 254b 072b  062¢c
ASM pulverizado+Rs 3541 b 3.36b 248b 0.56b 048c
Test. inoculada 3223b  21,02a 19742 3.78a 3.59a
Test. absoluta (dgua) 2740b 1.30b 0,69b 0.29b 0.19¢c
TMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste de Tukey. a

5% de probabilidade

’Rs: Ralstonia solanacearum
3aitura (cm): *peso de matéria fresca da parte aérea (g). *peso de matéria seca da parte
aérea (g). “peso de matéria fresca da raiz(g)e "peso de matéria seca da raiz (g)
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TABELA 3: Correlagdo entre severidade da murcha bacteriana (AACPD) e
crescimento de plantas de tomateiro

Tratamentos  ALT' PMFa* PMSa’ PMFr* PMSr’

AACPD 031* -0,74*% -0,76* -0,65* 0,62
ALT' 042**  039NS 022NS  02INS
PMFa’ 0,96* 0.86* 0,83*
PMSa’ 0,85* 0,82%
PMS? 0,98*

‘altura (cm), “peso de matéria fresca da parte aérea (g), *peso de matéria seca da parte
aérea (g). ‘peso de matéria fresca da raiz (g); e Speso de matéria seca da raiz (g)
*Significativo a 1% de probabilidade; **significativo a 5% de probabilidade e NS n3o
significativo

A anilise da curva de crescimento médio das plantas (Figura 1) revelou,
inicialmente, que aquelas tratadas com ASM, por irrigagio do solo ou
pulverizagao foliar, apresentaram crescimento mais rdpido do que a testemunha
absoluta (plantas ndo tratadas com o produto). A partir do décimo quarto dia de
avaliagdo, o crescimento das plantas tratadas com ASM e inoculadas com R.
solanacearum foi mais lento, tendendo a se estabilizar. J4 as plantas submetidas
A irmrigagdo do solo e pulverizagio foliar com a suspensio de ASM e nio
inoculadas com a bactéria desafiante apresentaram crescimento maior e
estatisticamente superior ao da testemunha absoluta durante todas as avaliagGes.

No entanto, Louws et al. (2001) observaram que plantas de tomateiro
pulverizadas com ASM (8,75g i.a/100L de 4gua) foram visivelmente menores
que as testemunhas e apresentaram redugdo de 50% no peso médio de matéria
seca.

No segundo ensaio, em casa de vegetagdo, o tratamento com ASM

interferiu novamente no crescimento das plantas (Tabela 4), apresentando o
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FIGURA I: Curva de crescimento médio de plantas de tomateiro tratadas ou nao

com acibenzolar-S-metil (ASM) em cimara climatizada

TABELA 4: Modo de aplicagio do ASM no crescimento de plantas de tomateiro

em casa de vegetagao

Tratamentos ALT _ PMFa’ PMSa__PMFr® PMSr’
ASM irrigado 34.88a 20,122 3.02a 0.65a 03la
ASM pulverizado 3029b 16,78b  3.36a 0.78a 0,19b
ASM irrigado+Rs’ 2586c 198c 08ic  042b  003c
ASM pulverizado+Rs 22,66 ¢ 1,91¢c 0,69c 044b 003¢c
Test. inoculada 21,82¢ 1601b  232b 0,60 a 0,14b
Test. absoluta (dgua) 1671d _ 1.77¢ 0,53 ¢ 0,14c¢ 0.02¢

TMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste de Tukey. a

5% de probabilidade
Rs: Ralstonia solanacearum
*altura (cm): "peso de matéria fresca da parte

2 s ]
aérea (g). *peso de matéria seca da parte

aérea (g). °peso de matéria fresca da raiz (g) e "peso de matéria seca da raiz (g)
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mesmo padrio de crescimento em relagdo ao ensaio anterior (Figura 2). As
plantas submetidas ao tratamento com ASM, irrigado no solo ou pulverizado nas
folhas, apresentaram crescimento superior a testemunha. J4 em plantas tratadas
com ASM e inoculadas com a bactéria desafiante o crescimento foi mais lento,
mas ainda superior ao das testemunhas. Porém, segundo Romero et al. (2001), o
crescimento de plantas de pimentdo pulverizadas com ASM nas doses de 4,375g

e 8,75g i.a/100L de dgua ndo diferiu das testemunhas, as quais ndo foram

tratadas com o produto.

60 -
50 -
40 -
g
2 30 -+
<
20 - —— - °
10 -
0 : - 1 : -
7 14 21 28 35
Dias das avaliagées
=g Agua =g ASMirrigado
=== ASM pulverizado g ASMirrigado + Rs
—~—8— ASMpulverizado + Rs ~o— Ralstonia solanacearum (Rs)

FIGURA 2: Curva de crescimento médio de plantas de tomateiro tratadas ou ndo
com acibenzolar-S-metil (ASM) em casa de vegetagdo



Ao avaliarem o efeito do ASM na producio de frutos de pimentdo, cujas
plantas foram cultivadas em 4rea livre de patégenos, Romero et al. (2001) nao
detectaram diferenga significativa no nimero de emissdo de brota¢des novas, de
botdes e flores abertas, de frutos por planta € no peso dos frutos de plantas
tratadas e nio tratadas com o produto. Também foi observado que plantas
pulverizadas com ASM produziram frutos menores quando comparadas as
testemunhas, apesar de ndo haver diferenca significativa entre 0s tratamentos.
Além disso, houve atraso na maturagio dos frutos. Para os autores, a redugao na
producdo de frutos e ou O atraso na maturagio sugere que ha um custo
energético para a planta quando a resisténcia ¢ induzida.

De acordo com Karban & Kuc (1999), se a defesa despende energia, a
conversdo de resisténcia constitutiva em induzida pode resultar em alteragoes na
fisiologia da planta, tais como redugdo do crescimento € ou menor produgio da

planta.

5.2 Efeito de épocas de aplicacdo e doses de manutengio do ASM na
severidade da murcha bacteriana do tomateiro

Nio houve interagio significativa entre doses de manutengio e épocas de
aplicagdo do ASM. Dessa forma, foi realizada a andlise individual dos fatores.

As doses de manutengiio do ASM proporcionaram redugdes varidveis na
severidade da murcha bacteriana do tomateiro, diferindo entre si, da testemunha
inoculada e do tratamento utilizado como padrio (Tabela 5).

Verificou-se que as plantas tratadas com ASM na dose de 0,625g
i.a/100L de dgua apresentaram redugao significativa na severidade da doenga
(40,27%) quando comparadas a testemunha inoculada e ao tratamento padrdo.

Estes resultados estio de acordo com os obtidos para o controle da
mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) do tomateiro, em que

verificaram-se redugdes de 54,66%, 41,08% e 58,82% na severidade da doenga,
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TABELA 5: Doses de manutengdo do ASM na reducido da severidade (AACPD)
da murcha bacteriana do tomateiro em casa de vegetagdo

Dose de manutengdo AACPD % de controle em
(g i.a/100L 4gua) relacéio & testemunha
0,625 41,62a' 40,27
1,25 60,08 b 13,78
2,5 47,34 a 32,06
Tratamento padrio 56,72 b 18,60
Testemunha inoculada 69,68 ¢ -

'Médias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

respectivamente, quando o ASM foi aplicado em doses de manutengdo nas
concentragdes de 2,5, 1,25 e 0,625g i.a./I00L de 4gua (Silva et al., 2003). De
forma semelhante, Lows et al. (2001) observaram que a redugdo em 50% da
dose recomendada de ASM (8,75g i.a./100L de dgua) comprometeu o controle
da mancha e da pinta (Pseudomonas syringae pv. tomato) bacteriana do
tomateiro no inicio do aparecimento das lesGes, mas, proporcionou controle
semelhante ao da dose recomendada no final das avaliagGes. J4 o acréscimo de
100% na dose recomendada (17g i.a./100L de 4gua) ndo ofereceu vantagens no
controle da doenga.

No entanto, contrapondo-se aos resultados obtidos no presente trabalho,
Castro et al. (1999) observaram redugdo significativa na prote¢ao de plantas de
tomate 2 pinta bacteriana ao reduzirem a dose de aplicagdo do ASM de 2,5 para
1,25g i.a./100L de dgua, mesmo apds vérias aplicagdes do produto. Ishida (2004)
nio observou diferenca entre as doses de manutengdo testadas na protegéo
mancha angular do algodoeiro (X. axonopodis pv. malvacearum).

Nio houve diferenca significativa entre as épocas de aplicagio de doses
de manutengao do ASM (Tabela 6).
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TABELA 6: Epocas de aplicagdo do ASM na severidade (AACPD) da murcha
bacteriana do tomateiro em casa de vegetagao

Dose Epoca de aplicagio do ASM (dias apés a inoculag¢@o)
(g i.a/100L dgua) 10 10 e 20 dias
0.625 42,732 © 405a
1,25 55.94 a 64,22 a
2,5 44,14 a 50,55 a

TKrea abaixo da curva de progresso da murcha bacteriana do tomateiro (AACPD)
*Médias seguidas de mesma letra, na mesma linha. ndo diferem entre si. pelo teste de
Tukey. a 5% de probabilidade

Segundo Aratjjo et al. (2002), as plantas de tomate que receberam sete
aplicagbes de ASM a intervalos semanais, na dose recomendada para a cultura
(2.5g i.a/100L de dgua), tiveram menor severidade da murcha bacteriana,

expressa pela porcentagem de folhas murchas. em relagdo a testemunha.

5.3 Efeito do ASM na densidade populacional de Ralstonia solanacearum
“

Nio houve diferenga significativa entre a densidade populacional do
patégeno apés a aplicagio de uma ou duas doses de manutengio do ASM
(Tabela 7). No entanto, foi observada maior densidade populacional de R.
solanacearum em plantas ndo tratadas com ASM (Figura 3).

Louws et al. (2001) verificaram redugdo significativa na densidade
populacional de X. vesicatoria em plantulas pulverizadas com ASM quando
comparadas s plantulas pulverizadas com dgua. Porém, em outro experimento,
dependendo da época de amostragem. 0S autores observaram que as populagoes
epifiticas de X. vesicatoria € P. syringae pv. tomato ndo foram afetadas quando

comparada 2 testemunha (pulverizada com dgua).
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TABELA 7: ASM na densidade populacional média (UFC/g tecido fresco) de
Ralstonia solanacearum em plantas de tomateiro

Tratamentos Densidade populacional
ASM sem dose de manutengio 453X 10°a
ASM com uma aplicagio de manutengio’ 424X 10°a
ASM com duas aplicagdes de manutent;z'ao3 394X 10°a
Testemunha inoculada (R. solanacearum) 502X 10%a

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
robabilidade

‘Uma aplica¢do de manutengio de ASM realizada dez dias apés a inoculagdo com o
atégeno

“Duas aplicagdes de ASM realizadas dez e vinte dias ap6s a inoculagéio com o patégeno

Densidade populacional ( x 10 §)

7 14 21
Dias das avaliagoes
== A. solanacearum
—g—ASM sem aplicagZo de manutengao

—a—ASM com uma aplicagdo de manutengdo (10 dias)
—o—ASM com duas aplicagoes de manutengao (10 e 20 dias)

FIGURA 3: Densidade populacional (10° UFC/g de tecido fresco) de Ralstonia
solanacearum em plantas de tomateiro tratadas ou ndo com
acibenzolar-S-metil (ASM)

108



6 CONCLUSOES

| Os modos de aplicagio do ASM testados foram igualmente eficazes na

protegdo contra a murcha bacteriana do tomateiro.

2 A melhor protegdo contra a murcha bacteriana foi obtida ap6s duas aplicagdes

do ASM (2,5g i.a/100L de dgua) e uma aplicagio de manutencao (0,625¢g

i.a/100L de 4gua), vinte dias apés a inoculagio com o patégeno.

3 A aplicag@io de ASM reduziu a densidade populacional de R. solanacearum.
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CAPITULO 5

PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS DE TOMATEIRO
INDUZIDA POR BACTERIAS ENDOFITICAS
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1 RESUMO

BARRETT]I, Patricia Baston. Promocdo de crescimento de plantas de tomateiro
induzida por bactérias endofiticas. In: . Murcha bacteriana do
tomateiro e possibilidades de seu controle por associagfio: endofitia,
resisténcia induzida e varietal. 2005. Cap.5, p.113-141. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) - UFLA, Lavras, MG.*

A partir de 150 isolados de bactérias endofiticas obtidos de folhas, caules
e raizes de tomateiros sadios testados para o controle da murcha bacteriana, 53
isolados destacaram-se quanto & habilidade em promover o crescimento de
plantas de tomateiro. Dentre estes, os 10 isolados que proporcionaram as
maiores alturas foram selecionados para testes posteriores. Para a introdugdo das
bactérias endofiticas em plantulas de tomateiro cv. Santa Clara utilizou-se o
corte do hipocétilo. Dez dias ap6s o transplantio das se¢Oes de parte aérea,
iniciaram-se as avaliagdes de altura e niimero de folhas e foliolos das plantas, as
quais aconteceram semanalmente. Apés a sexta avaliagdo, mensuraram-se a drea
foliar e o peso da matéria fresca e seca da parte aérea e da raiz das plantas. O
isolado UFV-E49 apresentou melhor resultado para altura, drea foliar, nimero
de folhas e peso da matéria fresca e seca, tanto da parte aérea quanto da raiz.
Foram determinados os teores de macro e micronutrientes das plantas. A
quantidade encontrada de N, P, K, Ca, Mg, Cu e Zn na parte aérea e de N, P, Mg
e Mn na raiz das plantas tratadas diferiu da testemunha. Os isolados UFLA 11-
LS e UFV-E49 propiciaram a maior eficiéncia de absor¢do de P em relagdo a
testemunha. O primeiro isolado também foi mais eficiente na utilizagdo de N, P,
K, Ca, Mg, S, Cu, Fe e Zn e o segundo de Mn, embora os maiores teores de N,
P, K, Mg e Zn tenham sido encontrados na parte aérea das plantas tratadas com
o isolado UFV-E49.

*Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Orientador), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV e Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-orientadores).
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2 ABSTRACT

BARRETTI, Patricia Baston. Tomato plant growth promotion induced by
endophytic bacteria. In: _ Tomato bacterial wilt and possibilities of its
control through the association of endophytic bacteria and induced and
variety resistance 2005. Chap.3. p. 113-141. Thesis (Doctorate in
Phytopathology) - UFLA, Lavras, MG.*

One hundred and fifty isolates of endophytic bacteria from leaves, stems
and roots of healthy tomatoes were tested to control bacterial wilt. Fifty three
isolates showed ability to promote tomato plant growth, among them, ten
isolates that provided the largest plant heights were selected for subsequent tests.
A cut in the hypocotyls was made in order to apply the endophytic bacteria into
tomatoes seedlings, cv. Santa Clara. Weekly assessments of plant height and
number of leaves and leaflets were carried out ten days after transplanting the
upper portion of the cut seedlings. After the sixth evaluation, the leaf area and
the fresh and dry weight of the aerial part of plants and the roots were measured.
Isolate UFV-E49 provided the largest height, leaf area, number of leaves, and
fresh and dry weight of the aerial plant part as well as to the roots. Levels of
macro and micro plant nutrients were determined. The levels of N, P, K, Ca, Mg,
Cu and Zn in the aerial part of plants and N, P, Mg and Mn in the root of treated
plants differed from untreated plants. The isolates, UFLA 11-LS and UFV-E49
provided the largest rate of P uptake in relation to untreated plants. Plants treated
with the isolate UFLA 11-LS were also the most efficient in the utilization of N,
P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe and Zn as well as plants treated with the isolate UFV-
E49 in the utilization of Mn, although the highest contents of N, P, K, Mg and
7n have been found in the aerial part of plants treated with isolate UFV-E49.

* Advising Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (Avdiser), Reginaldo
da Silva Romeiro - UFV and Edson Ampélio Pozza - UFLA (Co-advisers).
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3 INTRODUCAO

As bactérias endofiticas t€m sido associadas a promogiio de crescimento
em diversas culturas, incluindo tomate e alface (Bashan et al., 1989; van Peer &
Schippers, 1989), batata (Frommel et al., 1991; Sturtz, 1995; van Peer &
Schippers, 1989), milho (Hinton & Bacon, 1995; Lalande et al., 1989), pepino
(van Peer & Schippers, 1989), arroz (Hurek et al., 1994) e algoddo (Bashan et
al., 1989).

No trabalho de Sturtz (1995), aproximadamente 10% das bactérias
endofiticas isoladas de tubérculos de batata promoveram o crescimento das
plantas. A introdu¢do do isolado 'BH72 da bactéria endofitica diazotréfica
Azoarcus sp. em plantas de arroz também resultou em crescimento significativo
das plantas (Hurek et al., 1994).

Os efeitos na promogdo de crescimento incluem aumentos na altura, na
biomassa da parte aérea, do caule e da raiz e na formagéo de pélos radiculares e
foliares da planta, na lignificacdo de vasos do xilema e na produgiio de
tubérculos em batata (Sturtz, 1995; Pillay & Nowak, 1997).

Os mecanismos envolvidos na promogio do crescimento das plantas por
bactérias endofiticas podem ser divididos em diretos e indiretos. Quando o
estimulo do crescimento das plantas é direto, a endofitica produz fitormonios ou
substincias andlogas destes reguladores de crescimento capazes de estimular o
desenvolvimento da planta (Bashan & Holguin, 1997). Quando o efeito é
indireto, o crescimento é estimulado principalmente por meio do controle
biol6gico. ou seja, da redugdo da populagio de microrganismos deletérios ou
patogénicos as plantas (Hallmann et al., 1997).

Na literatura também ha relatos de que as bactérias endofiticas
promovem o crescimento das plantas pelo aumento da absor¢do de nutrientes

minerais e d4gua (Hallmann et al., 1997; Lazarovits & Nowak, 1997). Neste caso,
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acredita-se que 0 auMEento No Crescimento seja devido & melhoria proporcionada
a0 estado nutricional das plantas, principalmente em solos de baixa fertilidade.

O conceito de eficiéncia nutricional das plantas na utilizagio de um
nutriente inclui processos pelos quais elas absorvem, translocam, acumulam e
utilizam melhor este nutriente para a produgdo de matéria seca ou graos, em
condigées normais ou adversas (Pozza, 2004; Martinez et al., 1993).

Virios mecanismos relacionados as caracteristicas morfolégicas e
fisiolégicas das plantas contribuem para 0 uso eficiente de nutrientes, tais como:
sistema radicular extensivo, o qual possibilita a exploragdo de maior volume de
solo, alta relagdo entre raizes e parie aérea. maior eficiéncia de absorgdo ou de
utilizagdo de nutrientes € capacidade de manter 0O metabolismo normal com
baixo teor de nutrientes nos tecidos (Fageria & Baligar, 1993).

Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar a capacidade de dez
isolados previamente selecionados em promover O crescimento de plantas de
tomateiro, bem como averiguar se €sles isolados influenciaram na eficiéncia

nutricional das plantas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Instalac@io dos experimentos

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetagdo do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras, MG. .

Antes da instalagdo do experimento, encaminhou-se amostra do solo ao
Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, para realizar anilise fisico-quimica
(Tabela 1).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
11 tratamentos constituidos por 10 isolados endofiticos (UFV-E17, UFV-E22,
UFV-E25, UFV-E26, UFV-E27, UFV-E29, UFV-E49, UFLA 06-LS, UFLA 08-
LS e UFLA 11-LS) e uma testemunha absoluta. Cada tratamento foi repetido

quatro vezes, sendo cada parcela constituida por duas plantas.
4.2 Origem, isolamento e preservacéo dos isolados de bactérias endofiticas

Os isolados de bactérias endofiticas UFV-E17, UFV-E22, UFV-E25,
UFV-E26, UFV-E27, UFV-E29, UFV-E49, UFLA 06-LS, UFLA 08-LS ¢
UFLA 11-LS, previamente selecionados (Capitulo 2), obtidos de plantas de
tomateiro provenientes das regies de Vigosa e Lavras, Minas Gerais, foram
preservados em peptona-glicerol a -80°C.

Para o uso experimental, as bactérias endofiticas foram transferidas para
placas de Petri contendo meio 523 de Kado & Heskett (1970) e incubadas a
28°C em cimara de crescimento. Ap6s 48 horas, foram preparadas as suspensdes
bacterianas adicionando-se d4gua de tomeira e homogeneizando-se com a alga de

Drigalsky.
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TABELA 1: Atributos quimicos € fisicos do solo utilizado no experimento.
Laboratério de Solos da UFLA.

Atributos Resultados
pH em dgua 5.5
P (mg/dm’) 0.4
K (mg/dm’) 11
Ca®* (cmol/dm’) 0.8
Mgz* (cmolem’) 0.2
AP (cmol/dm’) 0,0
H+Al (cmol/dm’) 1.9
SB (cmolerr!’) 1.0
(t) (cmol/dm’) 1,0
(T) (cmol/dm’) 2,9
V % 352
Matéria organica (dag/kg) 0.5
Areia (%) 10,0
Silte (%) 310
Argila (%) 59,0
Classe textural Argilosa
P-rem (mg/L) 2,0
Zn (mg/dm’) 0,2
Fe (mg/dm’) 34,4
Mn (mg/dm’) 2,0
Cu (mg/dm’) 0,5
S (mg/dm’) 5.8

SB: soma de bases trociveis. CTC (1) capacidade de troca cationica efetiva. CTC (T
capacidade de troca catibnica a pH 7.0, V: indice de saturagdo de bases, m: indice de
saturagdo por Al. MO: matéria organica e P-rem: fésforo remanescente

4.3 Introducao das bactérias endofiticas em plantas de tomateiro

A técnica eleita foi o corte do hipocdtilo, descrita € patenteada por
Kijima et al. (1995), como se segue. Plantulas de tomateiro da cultivar Santa
Clara, cultivadas em bandejas de isopor contendo substrato comercial
Plantmax®, foram seccionadas na regido do hipocétilo quando apresentavam O

segundo par de folhas definitivas. O sistema radicular foi descartado € o restante
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da planta imerso por seis horas em suspensio de células de cada isolado de
bactéria endofitica ajustada ao espectofotdmetro para Asy=0,2. Posteriormente,
as secoes de parte aérea foram plantadas em vasos de 5kg de capacidade
contendo a mistura de solo, areia e esterco (2:1:1), previamente fumigada com
brometo de metila, aguardando-se o enraizamento.

Para as plantas testemunha utilizou-se o mesmo procedimento, no
entanto, a parte aérea foi imersa em dgua destilada esterilizada. As plantas

permaneceram em casa de vegetagio até o término do experimento.

4.4 Avaliacdo do potencial de promocio de crescimento de tomateiro por
isolados de bactérias endofiticas previamente selecionados em ensaios em
casa de vegetacdo

As avaliacGes iniciaram-se dez dias apds a introducdo das bactérias
endofiticas em plantulas de tomateiro e aconteceram semanalmente, durante 45
dias, nas quais foram mensuradas a altura e o nimero de folhas e foliolos das
plantas. Apds o término da sexta avaliacdo, mensuraram-se o peso de matéria

fresca e seca da parte aérea e da raiz e a drea foliar das plantas.

4.4.1 Matéria fresca das plantas

Ao término das avaliagdes de altura e do nimero de folhas e foliolos, as
plantas foram colhidas e separadas em parte aérea e raizes. Em seguida, as partes
aéreas foram pesadas em balancga eletronica e as raizes cuidadosamente lavadas
em dgua corrente e em dgua destilada, secas com papel absorvente e pesadas.

Posteriormente, foram acondicionadas, separadamente, em sacos de papel.
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4.4.2 Area foliar das plantas

Apés a obtengio do peso de matéria fresca, as folhas foram
cuidadosamente destacadas ¢ wscaneadas”. As imagens digitalizadas foram
transferidas para o microcomputador €, posteriormente, processadas com O
programa Quant v. 1.0.1 (Vale et al., 2003). obtendo-se a drea foliar total de

cada planta em cm”.
4.4.3 Matéria seca e anlise nutricional das plantas de tomateiro

A parte aérea das plantas de tomateiro foi cuidadosamente lavada em
4gua corrente e em dgua destilada, acondicionada separadamente em sacos de
papel e seca em estufa (70°C) até atingir peso constante. O mesmo procedimento
de secagem foi empregado para as raizes. Em seguida, procederam-se a pesagem
e a moagem do material, tanto da parte aérea quanto das raizes. As amostras
foram enviadas para o Laboratdrio de Nutrigio Mineral de Plantas do
Departamento de Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras para a
determinagdo dos teores de N (nitrogénio), P (fésforo), K (potdssio), Ca (cdlcio),
Mg (magnésio), S (enxofre), Cu (cobre). Fe (ferro), Mn (manganés) ¢ Zn
(zinco), segundo metodologia descrita por Malavolta et al. ( 1997).

O teor de N foi determinado pelo método “Kjedahl”. As amostras foram
submetidas 2 digestio nitroperclérica em bloco digestor para determinar 0S
teores de macro e micronutrientes. Neste extrato. os teores de Ca, Mg, Cu, Fee
7n foram determinados por espectrofotometria de absorgdo atémica, o de K por
fotometria de chama de emissdo e o de S por turbidimetria.

Para o estudo da eficiéncia nutricional dos isolados endofiticos, as
eficiéncias de absorgdo, translocagdo e utilizagao dos macro e micronutrientes

foram calculadas conforme os modelos apresentados na Tabela 2.



TABELA 2: Modelos de eficiéncia nutricional utilizados no presente trabalho

Eficiéncias Maodelos Autores
Eficiéncia de utilizagdo (Matéria seca total)® Siddiqi & Glass (1981)
Conteddo na matéria seca total
Eficiéncia de utilizagao Contetido total absorvido Swiader et al. (1994)
Matéria seca da raiz
Eficiéncia de translocagao _Conteiido na parte aérea X 100 Lietal. (1991)

Contetido na planta toda

4.5 Avaliacéio da capacidade das bactérias endofiticas selecionadas em fixar
nitrogénio (N,)

Para verificar se os isolados endofiticos selecionados como promotores
de crescimento atuam como fixadores de nitrogénio, foram realizados testes no
Laboratério de Microbiologia do Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da
UFLA.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 11 tratamentos constituidos por 10 isolados endofiticos € uma testemunha
(frasco sem a inoculagdo de bactérias). Cada tratamento foi repetido cinco vezes.

Fragmentos de colbnias puras dos isolados endofiticos foram inoculados
no centro do meio de cultura semi-sélido, sem nitrogénio e semi-especifico para
o diazotréfico desejado, ou seja, os meios JNFb, NFb e FAM, para
Herbaspirillum sp., Azospirillum sp., e A. amazonense, respectivamente
(Dobereiner et al. 1995). Os frascos foram incubados a 28°C por 10 dias. O
crescimento bacteriano foi avaliado observando-se a presenga ou auséncia de

uma pelicula formada nos meios de cultura.
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4.6 Andlise estatistica

Os dados de altura, nimero de folhas € foliolos, area foliar e peso de
matéria fresca e seca tanio da parte aérea quanto da raiz das plantas foram
submetidos A andlise de varidncia, no programa SISVAR (Ferreira, 2000). As
médias entre os tratamentos foram agrupadas pelo teste F, a 5% de
probabilidade. As varidveis, cujos efeitos de tratamentos foram significativos,

foram submetidas ao teste Scout-Knott.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do potencial de promogiio de crescimento de tomateiro por
isolados de bactérias endofiticas previamente selecionados em ensaios em
casa de vegetaciio

O efeito dos isolados endofiticos na promogdo de crescimento variou em
fungdo dos parametros avaliados, permitindo selecionar, para cada parimetro,
um isolado ou um grupo de isolados com potencial para a promog¢do de
crescimento (Tabela 3).

Estes isolados foram estatisticamente superiores a testemunha, exceto
para o pardmetro ndmero de foliolos (NFL), o qual ndo diferiu entre os
tratamentos. Os isolados UFV-E17, UFV-E27 e UFV-E29 apresentaram PMSr
10%, 15% e 15%, respectivamente, inferiores ao da testemunha (100%).

De maneira geral, os maiores incrementos foram proporcionados pelo
isolado UFV-EA49, cujos aumentos na altura (ALT), drea foliar (AF), nimero de
folhas (NF), peso da matéria fresca (PMFa) e seca da parte aérea (PMSa), peso
da matéria fresca (PMFr) e seca das raizes (PMSr) foram 23,40%, 105,80%,
19.53%, 42,40%, 61,64%, 100% ¢ 225%, respectivamente, maiores do que a
testemunha. Este isolado n3o diferiu do UFLA 11-LS para os parimetros ALT e
NF (Tabela 3).

Em consondncia com os resultados obtidos neste trabalho, Frommel et
al. (1991) verificaram que o isolado ndo fluorescente de Pseudomonas sp., PsIN,
induziu aumento significativo no niimero de raizes de batateira (24% a 196%),
no peso de matéria seca de raiz (44% a 211%), no comprimento do caule (26% a
28%), na formagdo de pelos foliares (55% a 110%) e no contetddo total de
lignina (43%).

De maneira semelhante, Chanway et al. (1997) obtiveram aumentos de

33% e 57% na biomassa de plantulas de pinheiro tratadas com os isolados PW2
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TABELA 3: Bactérias endofiticas previamente selecionadas na promogio de
crescimento de plantas de tomateiro

Isolados ALT AF NF NFL PMFa PMSa PMFr PMSr
UFV17 498b 17534b 699b 99a 60,1b 610b 094b 0,8b
UFV22 50,1b 1710,1b 1073a 88a 61,1b 611 b 1.19a 026b
UFV25 557a 14562c 11 10a 90a 700b: 700b 1,16a 022b
UFV26 53.8a 16233b 1103a 10,1a 660b 660b 099b 026b
UFV27 559a 171770 111.1a 83a 70,1b 710b 0.86b 0,17b
UFV29 525b 1900.2a 1067a 13,3a 704b 704D 096b 0,17b
UFV49 587a 20926a | 143a 119a 860a 86,12 148a 0,65a
UFLAO6 51.0b 17534b 107.1a 10,5a 67,3b 673D 090b 020b
UFLAO8 54,6a 19540a 1150a 123a 71,3b 71.3b 1,00b 0.20b
UFLA!l 53,1a 169460 1127a 130a 732b 732D 099b 021b
Test. 47.6b 10168d 957 b 11.6a 604b 604b 0741 0,20b
Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott. 2
5% de probabilidade
ALT: altura, AF: drea foliar.: NF: nimero de folhas. NFL: nimero de foliolos,: PMFa:
peso de matéria fresca da parte aérea, PMSa: peso de matéria seca da parte aérea, PMFr:
peso de matéria fresca da raiz ePMSr: peso de matéria seca da raiz

e SM3-RN de Bacillus polymyxa € Pseudomonas chloroaphis, respectivamente.
Os autores também relataram aumentos na altura e no comprimento de raizes das
plantulas inoculadas com estes isolados variando entre 23% e'132%.

A maioria dos trabalhos relatados na literatura, mostram que O0S
principais mecanismos pelo quais as bactérias endofiticas promovem o
crescimento das plantas sdo a fixagdo de nitrogénio (Boddey & Dobereiner,
1995) e o controle biolégico de fitopatogenos, seja este pelo antagonismo direto
ou pela indugio de resisténcia sistémica (Hallmann et al., 1997). No entanto,
alguns trabalhos relatam que as bactérias endofiticas também podem promover o
crescimento de plantas pela produgdo de auxinas, citocininas, etileno e pelo
aumento da absorcio de nutrientes minerais € dgua (Hallmann et al.. 1997;
Lazarovits & Nowak, 1997).
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Segundo Chanway (1997), a eficdcia da promogdo de crescimento em
pinheiro estimulada por quatro isolados de bactérias endofiticas foi alterada
significativamente quando as plantulas foram transplantadas para solo de
floresta contendo patdgenos em comparagdo ao transplantio em solo isento de
patégenos. Os isolados W2 e W3 de actinomiceto e Phyllobacterium sp.,
respectivamente, estimularam o crescimento das plantulas somente na auséncia
dos patdgenos, enquanto que em sua presenga o crescimento foi inibido. De
acordo com o autor, a promogao de crescimento causada pelos isolados W2 e
W3 nio ocorreu pela supressdo da microflora deletéria a planta, mas sim por um
outro mecanismo ainda n@o elucidado. Entretanto, o isolado de actinomiceto
(N1) e o de Bacillus sp. (N4) estimularam o crescimento das plintulas de
pinheiro apenas na presenca do solo de floresta, o que sugere que estes isolados
tenham agido por biocontrole e, possivelmente, por indugido de resisténcia no
hospedeiro.

Em outro experimento, Chanway (2001) relatou que o isolado endofitico
PW2-R, de B. polymyxa, possui atividade de nitrogenase, o0 que explica o
crescimento de plantulas de pinheiro em condigées de defici€ncia de nitrogénio

e auséncia de fixac#o significativa de nitrogénio rizosférico.

5.2 Avaliacfio da capacidade das bactérias endofiticas selecionadas em fixar
nitrogénio (N;)

Nenhum dos dez isolados de bactérias endofiticas selecionados cresceu
em meios de cultura semi-especificos para Herbaspirillum sp. e Azospirillum
sp., considerados os géneros de maior relevincia como fixadores de nitrogénio.
Tratando-se de bactérias endofiticas diazotréficas, acreditava-se que a fixagdo de
N, e a liberagdo de parte do nitrogénio fixado para a planta fossem os principais
modo de acdo scbre o hospedeiro. Porém, nem sempre o efeito positivo no

crescimento de plantas pode ser atribuido a fixagdo de N». Alguns isolados de
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Azospirillum spp. produzem horménios de crescimento em cultura pura (Bottini
et al., 1989) e sabe-se que €ssas substincias alteram a morfologia do sistema,
radicular, aumentam a densidade das raizes e interferem no crescimento das
plantas. No caso deste experimento, as bactérias endofiticas estudadas ndo foram
consideradas fixadoras de nitrogénio por nio crescerem em meio de cultura sem

o nutriente.
5.3 Teor de nutrientes nas plantas de tomateiro

Pelo resultado da anilise do solo (Tabela 1), os valores necessarios para
a cultura do tomateiro foram considerados baixos para o Ca, Mg, S, Ke Cue
muito baixos para o P, Zn ¢ Mn, de acordo com Ribeiro et al. (1999). Somente 0
Fe encontrava-se em nivel adequado para a cultura, segundo 0s MesmMOs autores.
No entanto, nio foi realizada nenhuma adubagdo durante toda a condugdo do
experimento para evitar que 0s efeitos provenientes do crescimento induzido
pelas bactérias endofiticas fossem mascarados pelo efeito do adubo.

Ao analisar-se o teor destes nutrientes na parte aérea e nas raizes das
plantas de tomateiro, observou-se que muitos deles foram influenciados
positivamente pelos isolados endofiticos avaliados (Tabelas 4 € 5). Assim sendo,
notou-se que as concentragdes encontradas de N, P, K, Ca, Mg, Cu e Zn na parte
aérea e de N, P, Mg e Mn nas raizes de plantas de tomateiro tratadas diferiram
da testemunha. Para os teores de Fe no tecido foliar e de Ca e Zn nas raizes ndo
houve diferenga entre os tratamentos. As plantas tratadas com alguns isolados
endofiticos apresentaram quantidades de S e Mn na parte aérea (Tabela 4) € de
K. S. Cu e Fe nas raizes inferiores ao da testemunha (Tabela 5).

A concentracio dos nutrientes no tecido foliar encontrou-se abaixo do
valor considerado ideal por Martinez et al. (1999), para todos 0s nutrientes,

exceto para os fons Cu, Fe, Mn e Zn (Tabela 4). Porém, observaram-se 0S
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TABELA 4: Bactérias endofiticas previamente selecionadas e teor de nutrientes
da parte aérea de plantas de tomateiro

Isolados  N° P K Ca Mg Cu’ Zn
UFV17 1480¢ 1,38b 1504b 10,01d 2,16b 49,38a 31766a
UFvV22 13,50c 143b 1598b 9.83d 237a 3534b 252,23b
UFV25 1391c 150b 1564b 9.85d 197b 43,69a 28262a
UFV26 1566b 1,64a 13,01a 11,76b 223a 43,56a 304,58a
UFV27 14,14¢ 1,83a 1909a 1356a 233a 490la 252,30b
UFV29 15,19b 1,75a 1691b 1092¢ 2,04b 4541a 28223a
UFV49 16,89a 1.67a 1793a I1,81b 229a 3829b 287,12a
UFLAG6 1332c¢ 1,82a 1894a 1[248b 2,10b 4538a 261,99b
UFLAO8 1453c¢ 1,54b 1575b 11,04c 2,09b 38,16b 233,87b
UFLAIl 1393c 1.57b 1564b 12,12b 2,09b 4590a 24285b
Test. 13,80¢c 1,52b 15,15b 12,26b 1,98b 37,54b 22771b
*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott, a
5% de probabilidade
>macronutrientes: g.kg’'
3micronutrientes:mg.kg’'

TABELA 5: Bactérias endofiticas previamente selecionadas e teor de nutrientes
da raiz de plantas de tomateiro

Isolados N? P Mg Mn’®
UFV17 1529 a’ 1,79b 1,39b 325,20b
UFV22 16,19 a 1,87b 1,58 a 523,442
UFV25 16,65 a 1,65¢ 1,37b 370,56 b
UFV26 1347 ¢ 1,81 b 1,70 a 405,26 b
UFV27 16,31 a 2,03a 1,53 a 413,68 b
UFV29 16,19 a 1,92a 1,55a 380,74 b
UFV49 14,81 b 1,76 b 1,28b 430,09 b
UFLAO6 144b 1,65¢ 1,26 b 333,66 b
UFLAOS 12,52 ¢ 1.57¢ 1,39b 403,73 b
UFLAII 16,06 a 1,53 ¢ 1,50 a 369,21 b
Test. 1491 b 1,66 ¢ 1,35b 394,09 b

"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott. a
5% de probabilidade

>macronutrientes: g.kg"

*micronutrientes:mg.kg"'



maiores teores de N, P, K. Mg e Zn na parte aérea das plantas tratadas com
UFV-E49.

A introdugio da endofitica diazotréfica Azospirillum sp. em cereais
mostrou-se eficiente em aumentar a concentrago de nitrogénio € 0 acumulo de
matéria seca (Boddey & Dobereiner, 1995). De maneira semelhante, a
introdugao de Gluconacetobacter diazotrophicts em SOT$0 aumentou o teor de
nitrogénio nas plantas € interferiu no tamanho das raizes, tornando-as mais

compridas e ramificadas (Isopi et al., 1995).

5.4 Eficiéncia nutricional de plantas de tomateiro tratadas com bactérias
endofiticas

Foram observadas diferengas significativas entre as plantas de tomateiro
tratadas com os varios isolados de bactérias endofiticas quanto a eficiéncia de
utilizagio (EU) (Tabelas 6 e 7). de absorgdo (EA) (Tabelas 8 ¢ 9) e de
translocagio (ET) (Tabelas 10 e 1 1) de macronutrientes € micronutrientes.

O isolado UFLA 11-LS propiciou a maior EU de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu,
Fe e Zn. nio diferindo do isolado UFV-E49 para os nutrientes Ca, S.Cue Fe
(Tabelas 6 e 7), indicando maiores capacidades de produzir matéria seca total
por unidade absorvida destes ions. As maiores EU de Mn foram obtidas pelos
isolados UFV-E49 e UFV-E29. No entanto, a EU do isolado UFLA 11-LS (0.1 5
mg’ ug') para este mineral foi significativamente menor do que a daqueles
isolados (0.16 € 0.17 mg® pg’', respectivamente), porém maior que a da
testemunha (0,10 mg’pg™).

Os dados apresentados no presente experimento ndo estdo de acordo com
as informagdes relatadas por Sala (2002), em que a introdugdo de bactérias
endofiticas diazotroficas em plantas de trigo influenciou negativamente o teor €

a eficiéncia de utilizagdio do nitrogénio € ndo influenciou o teor e a eficiéncia de



TABELA 6: Eficiéncia de utilizagdo (EU) de macronutrientes de plantas de
tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados N’ P K Ca Mg S
UFV17 373¢ 40,69b 3,70b 551a 25,64 ¢ 1140b
UFV22 4,08b 38,57b 344c 5.63a 23,20¢ 1202b
UFV25 4410 40,69 b 3.86b 6,15a 30,78 b 16,09 a
UFV26 373¢ 3573 ¢ 3.ilc 499b 26,21 ¢ 11,64b
UFV27 4440 35.18¢ 3,29¢ 463b 2741 c 12,30b
UFV29  4,i10b 36,22¢ 3.67b 571a 30,40b 13,10b
UFV49 4,000 40,17b 3,78b 572a 20,480 1568a

UFLA06 4,400 32,32¢ 3,08¢c 4680 27,77 ¢ 11410

UFLAO8 438b 41,22b 402b 5.75a 30,86 b 16,19 a

UFLAIl 563a 49,252 4,96 a 6.38 a 3703a 17,18a

Test. 34lc 31,23 ¢ 3.11¢ 3.87¢ 23.89¢ 9,97 b
"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a
§‘73 de ;IJrobabilidade
‘gh.mg’

TABELA 7: Eficiéncia de utilizagio (EU) de micronutrientes de plantas de
tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados Cu’ Fe Mn Zn
UFV17 LI5b' 0,034 b 0,12¢ 0,17¢c
UFV22 1,54 a 0,034 b 0.13¢ 022¢
UFV25 1,58 a 0,038 b 0,13c¢ 021 ¢
UFV26 1,33b 0,036 b 0,14b 0,19¢
UFV27 1,29b 0,042 b 0,15b 025¢
UFV29 1,37b 0,047 a 0,17a 022¢
UFV49 1,68 a 0,048 a 0,16 a 0.23¢

UFLAO6 1,29b 0,041 b 0,12¢ 0.22¢

UFLAOS8 1,66 a 0.039b 0.14b 0.27b

UFLAII 1,75a 0,052 a 0.15b 0,32 a

Test. 1,26 b 0,030 b 0,10c 0.2l ¢

"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, a
5% de probabilidade
2mglpg”!
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TABELA 8: Eficiéncia de absorgio (EA) de macronutrientes de plantas de
tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados _ N° P K Ca Mg S
UFV17 163.86a 17.31b 180.85a 79,30 a 19.35a 3835a
UFV22 8537a 1002b 104642 4242a 11,832 18,75b
UFV25 13955a 14,39b 14895a 6571a° 1524a 2551b
UFV26 11959a 14,14b 145802 6549 a 16.25a  30,10b
UFV27 18546a 1363b 192,13a 922fa 21,21a 4104a
UEV29 190,15a 1511b 216,164 111,142 2444a 4855a
UFV49 127,71a 2163a 14374a 64,22 a 1428a 2475b

UFLAO6 13991a 17.52b 17573a - 85,58 a 1695a 36,24 a

UFLAO8 13551a 1571b 15568a 7835a 1746a 29.25b

UFLAIl 14524a 2457a 160032 8042a 17,34a _ 30,69b

Test. 151.33a 17,15b  17596a 8995a 17,59a 3803 a

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scou-Knott. a

5% de probabilidade

ug.g"

TABELA 9: Eficiéncia de absorgio (EA) de micronutrientes de plantas de
tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados Cu’ Fe MnF Zn
UFV17 697,78 a 1600796 a 427641 a 3289,28 a
UFV22 357,57a 96394,5b 2706,72 a 1949,65 a
UFV25 549,05 a 148104,7 a 3866,38 a 2741,29 a
UFV26 525.87a 1148624 b 342758 a 2712,38 a
UFV27 795,75a 146338,2 a 522723 a 3936,35a
UFV29 716.22a 1614209 a 443540 a 3700,02 a
UFV49 482,03 a 780789b 3343,30a 2589,45 a
UFLAO6 582,53 a 1094478 b 4158,72 a 3043,94 a
UFLAOS8 591,03 a 130944.4 a 4237,11a 2085,74 a
UFLAII 548,23 a 120739,7 b 419005 a 2815,84 a
Test. 625.19a 171327,7 a 4545,50 a 3336,28 a

TMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scotti-Knott. a
5% de probabilidade

ng.g’
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TABELA 10: Eficiéncia de translocacio (ET) de macronutrientes de plantas de
tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados N P K Ca Mg S
UFVI7 9965a 99,56a 99,59a 99,85a 99,78a 99.85a
UFV22 98,56b 9947b 98,65b 9940b 99,17b  9948b
UFV25 9956a 99,59a 99,60a 99,83a 99,74a 99,84a
UFV26 99,58a 9948a 99,59a 99.83a 99,65a 99,79a
UFV27 99.69a 99,69a 9978a 9992a 99,82a 99,88a
UFV29 99,70a 99,69a 99,74a 99,88a 99,792 99,88a
UFV49 99.65a 99,59a 99,60a 99,85a 99,78a 99,83a

UFLAO6 9963a 9969a 9971a 9988a 99,80a 99.86a

UFLAO8 99,72a 99.67a 99,69a 99,87a 99,78a 99,86a

UFLAIl 9967a 99,73a 99,69a 9990a 9980a 99.89a

Test. 9954a 99,54a 9950a 9984a 9971a 998la
"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott-Knott. a
§% de probabilidade
“%

TABELA 11: Eficiéncia de translocacdo (ET) de micronutrientes de plantas de
tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados Cv’ Fe Mn Zn
UFV17 99,46 a 94,22 a 99,76 a 99,70 a
UFV22 96,79 b 80,17b 9843 b 97.48b
UFV25 99,27 a 92,75a 99,71 a 99,58 a
UFV26 99,02 a 92,91 a 99,56 a 99,48 a
UFV27 99,57 a 96,182 99,73 a 99,61 a
UFV29 99,53 a 94,68 a 99,71 a 99,66 a
UFV49 99,15a 93,96 a 99,59 a 99,51 a
UFLA06 9947 a 95,17 a 99,78 a 99,55a
UFLAOS 99,33 a 9520 a 99,70 a 99,58 a
UFLAII 99,59 a 95,54 a 99,79 a 99,60 a
Test. 99,12a 92,28 a 99,64 a 99,29 a
'Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott-Knott. a
5% de probabilidade

g



utilizagiio do fésforo, em comparagdo ao que ocorreu com a testemunha sem
inoculagdo.

As maiores EU de N e de P estao associadas 2 maior producdo de
matéria seca da parte aérea de plantas de arroz € trigo, respectivamente (Furlani
et al., 1986; Abichequer & Bohnen, 1998). Estas informacdes vém ao encontro
dos resultados obtidos no presente trabalho, em que o isolado UFLA 11-LS,
responsavel pelas maiores EU de N e de P, obteve incrementos de 66,65% na
srea foliar e de 40,90% no peso de matéria seca da parte aérea de plantas de
tomateiro. Apesar deste isolado ndo ter proporcionado © maior crescimento das
plantas, ele apresentou diferengas significativas quando comparado 2 testemunha
(Tabela 3).

E provével que o comportamento nas plantas tratadas com 0 isolado
UFV-E49 se deva a um efeito de diluigdo (Malavolta, 1980), uma vez que as
plantas responderam com incremento na produgio de matéria seca. Quando se
realiza a anélise quimica da parte aérea, a mesma quantidade de material seco é
pesado para todas as amostras € dele extraem-se os nutrientes. Em plantas de
maior porte, OS nutrientes encontram-se menos concentrados em maior area, por
isso podem ocorrer menores (eores de nutrientes em plantas maiores.

A maior EU de S estd associada ao maior desenvolvimento do sistema
radicular de cafeeiro (Souza, 1999). No entanto, esta informagdo contrapde-se
aos resultados verificados neste trabalho, pois o sistema radicular de plantas
tratadas com o isolado UFLA 11-LS, responsivel pela maior eficiéncia de
utilizagdo do mineral, ndo diferiu significativamente da testemunha. Porém, o
isolado UFV-E49, responsivel também por uma boa EU de S. apresentou
aumentos de 100% e 225% no peso de matéria fresca e seca de raizes de
tomateiro, respectivamente (Tabela 3).

Os isolados UFLA 11-LS e UFV-E49 destacaram-se dos demais com as

maiores EA de P, um nutriente pouco mével no solo. Nio houve diferenga para a
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EA de N, K, Mg, Cu, Mn e Zn entre os isolados de bactérias endofiticas e a
testemunha. A eficiéncia de absorcio de algumas bactérias endofiticas foi menor
que a da testemunha para o Ca, S ¢ Fe (Tabelas 8 e 9). De acordo com estes
resultados, supbe-se que o melhor desenvolvimento do sistema radicular de
tomateiro promovido pelo isolado UFV-E49 tenha propiciado melhor absor¢do
do fésforo, o qual foi distribuido para os pontos de crescimento das plantas e,
posteriormente, utilizado na produgio de matéria seca da parte aérea.

A forte afinidade entre o fésforo, o ferro e 0 manganés faz com que a sua
combinagdo resulte em uma forma inativa do fésforo, diminuindo a sua absorgio
pelas plantas (Malavolta, 1980). Uma outra hipétese para explicar a maior EA de
P aos isolados UFLA 11-LS e UFV-E49 seria atribuir a estes isolados melhoria
na relagdo entre esses minerais, o que favoreceria a absorgdo do fésforo pelas
plantas.

Nio houve diferenga entre os isolados endofiticos e a testemunha para
eficiéncia de translocagio (ET), exceto para o isolado UFV-E22, que apresentou
a menor ET de todos os nutrientes (Tabelas 10 e 11).

Neste trabalho, notou-se que os valores de ET foram maiores do que os
observados na literatura. Este fato deve-se ao método de introdugdo dos isolados
endofiticos, em que o corte na regido do hipocétilo, destituindo as plantulas de
suas raizes e aguardando novo enraizamento, formou raizes mais finas, as quais

foram responsdveis por altos indices de ET.
5.5 Relacdo do aciimulo de nutriente entre a parte aérea e as raizes

A relaciio do actimulo de nutriente entre parte aérea (PA) e raizes (R) das
plantas de tomateiro tratadas com isolados de bactérias endofiticas previamente

selecionados para a promogdo de crescimento variou em fungdo do nutriente

analisado (Tabela 12).
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TABELA 12: Relagio de actimulo de nutrientes na parte aérea/raizes (PA/R) de
¢ pal ;
plantas de tomateiro tratadas com bactérias endofiticas

Isolados Relagio PA/R
N | 4 K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn

UEVI7 097b 077¢ 084c¢ 22lc¢ 157b 226a 0630 006a 143a Ll12a
UFV22 084b 076c 088c 2.05¢ 1.30b 232a 040b 0042 082b 06lb
UEV2S 084b 091b 093¢ 2,16c 144D 235a 059a 005a 132a 08%a
UFV26 1.19a 091b 1.18a 293b 1.33b 223a 052b 006a 1.02b 094a
UFV27 087b 089b 125a 3.36a 1352b 226a 064a 0.07a 1.02b 0.69b
UFV29 097b 09ib 1.08b 237c 132b -234a 060a 005a 098b 083a
UFV49 1.15a2 095b 1.00c 274b 180a 230a 046b 0.12a 097b 0.82a
UFLAG6 0.93b .I0a L.19a 279b 168a 223a 065a 0072 147a 0.77b
UFLAO8 1.06a 098b 1.05b 242¢ 151D 229a 048b 0.06a 1.09b 0670
UFLAIl 087b 1.03a 09lc 2.68b L39b 257a 070a 006a 136a 072b

Test. 093b 092b 0.85c 2.62b 147b 2.26a 047b 005a 1I8b 0.60b

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si. pelo teste Scott-Knott. a 5% de
probabilidade

O isolado UFLA 06-LS destacou-se dos demais apresentando a melhor
relagio PA/R para o P, K, Mg, Cu e Mn. Nio houve diferenga significativa entre
os tratamentos para a relagio PA/R de S e Fe (Tabela 12).

Virios mecanismos relacionados as caracteristicas morfoldgicas €
fisiolégicas das plantas contribuem para o uso eficiente de nutrientes, dentre eles
a alta relagdo entre a parte aérea € as raizes. Dessa forma, pode-se ter correlagdo
direta para este atributo, ou seja, quanto maior a relagio parte aérea/raizes, maior
a eficiéncia de translocagdo das plantas (Pozza, 2004).

Analisando-se a relagdo de silicio (Si) entre parte aérea e raiz em mudas
de eucalipto, Carvalho et al. (2003) observaram a retencdo do mineral nas raizes,

pois a relagio PA/R comegou a reduzir, a partir de 60 dias ap6s o transplantio,
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indicando diminuigio da eficiéncia de translocagdio deste nutriente com o
avangar da idade das plantas.

De maneira semelhante, Pozza (2004) verificou que a cultivar de café
Mundo Novo apresentou maior relagdo PA/R para N, P, K, Ca, Mg, S, B, Mne
Si, justificando a maior capacidade de translocar esses nutrientes das raizes para
a parte aérea.

Dentro deste contexto, observou-se que o isolado UFLA 11-LS,
responsdvel pela maior eficiéncia de absorgo e utilizagao de P, nio foi eficiente
em translocar este mineral (Tabela 10). No entanto, a alta relagdo PA/R explicou
a sua distribuigao das raizes para os tecidos foliares das plantas (Tabela 12).

O isolado UFV-E22 apresentou a relagio PA/R de P e Ca menor que a
da testemunha, confirmando os valores obtidos para a ET destes minerais. Para
os demais nutrientes, a relagio PA/R deste isolado ndo diferiu da testemunha

(Tabela 12).
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6 CONCLUSOES

1 O isolado UFV-E49 promoveu o maior crescimento de plantas de tomateiro,
propiciando maior altura, 4rea foliar, nimero de folhas e peso da matéria

fresca e seca, tanto da parte aérea quanto da raiz.

2 Nenhum dos dez isolados de bactérias endofiticas foi capaz de fixar

nitrogénio.

3 Os teores de N, P, K, Ca, Mg, Cue Zn encontrados na parte aérea € de N, P,
Mg e Mn nas raizes das plantas de tomateiro foram influenciados pelas

bactérias endofiticas.

4 O isolado endofitico UFLA 11-LS propiciou a melhor eficiéncia de utilizagao
de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe ¢ Zn e o isolado UFV-E49 a melhor eficiéncia

de utilizagao de Mn.

5 A maior eficiéncia de absorgdo de P foi obtida pelos isolados UFLA 11-LS e
UFV-E49.
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