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RESUMO

NEVES, Dora Marchiori Silva, D.S. Universidade Federal de Vicosa,
Abril 2005. Biocaracterizagcdo de um isolado de Bacillus cereus
selecionado para o controle biolégico de enfermidades do
tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.). Orientador: Reginaldo
da Silva Romeiro. Conselheiros: Derly José Henriques da Silva e
José Rogério de Oliveira

Experimentos realizados por Silva (2002) objetivando o
isolamento e selecdo de rizobactérias indutoras de resisténcia
sistémica e agentes de biocontrole a multiplos patdégenos resultaram na
obtencédo de um isolado promissor, selecionado de rizosfera de plantas
de tomateiro em cultivo comercial e identificado por analise de acidos
graxos como Bacillus cereus. Ensaios em condi¢cdes de laboratoério,
casa de vegetacdo e campo foram realizados neste trabalho visando
uma caracterizacdo mais completa do isolado para uma melhor
compreensdo dos mecanismos de biocontrole envolvidos na interacéo
rizobactéria-fitopatégenos. Testes bioquimicos e morfoldgicos
confirmaram a identificacdo de espécie para o isolado e demonstraram
sua versatilidade fisiolégica e nutricional. Ainda, em ensaios
laboratoriais, verificou-se a capacidade de utilizacdo de certos
antibiéticos em estudos de dindmica populacional de B. cereus e sua
compatibilidade a pesticidas utilizados na cultura do tomateiro e a
adjuvantes utilizados em formulacbes comerciais. Porém, estudos
visando a avaliacdo da sobrevivéncia de células de B. cereus em uma
formulagéo proposta veiculando o isolado ndo se mostraram eficientes

na manutencado da viabilidade celular. Ensaios de anti bi ose direta
contra diversos fitopatdgenos denonstraram que o isol ado

ndo inibiu o crescinento da maioria dos isolanentos



patogénicos testados. Em condi¢cdes controladas, o isolado néo
promoveu o crescimento de plantas de tomateiro, e também nao foi
capaz de controlar Meloidogyne incognita. Porém foi capaz de
aumentar a produtividade na cultura do tomateiro sob cultivo protegido
e comprovar a capacidade de inducdo de resisténcia em plantas de
tomateiro, quando desafiadas com Pseudomonas syringae pv. tomato.
Em condi¢bes de campo, B. cereus ndo conseguiu controlar a epidemia
de Phythophtora infestans, mesmo quando diferentes formas de
dispensa da rizobactéria foram testadas, e ndo foi capaz de promover o
crescimento de plantas de tomateiro. Em experimento realizado em
infectario observou-se uma menor suscetibilidade a murcha bacteriana
(Ralstonia solanacearum), permitindo que plantas de tomateiro
advindas de sementes microbiolizadas com B. cereus apresentassem
uma menor incidéncia da doenca por um periodo de 30 dias, quando a
severidade da doenca igualou-se nos dois tratamentos, demonstrando
gue o isolado ndo foi efetivo em controlar a epidemia. Estudos visando
a manipulacdo e otimizacdo de fatores relacionados as habilidades
fisiolégicas e bioquimicas do isolado fazem-se necessarios para o
conhecimento e exploracdo maxima de suas potencialidades, como
futuros trabalhos de formulacdo, possibilitando a obtencdo de um
produto passivel de utilizagcdo na producédo de culturas de alto valor
comercial, minimizando o uso de agrotoxicos e favorecendo a pratica

de uma agricultura ecologicamente correta.



ABSTRACT

NEVES, Dora Marchiori Silva, D.S. Universidade Federal de Vicosa,
April 2005. Biological characterization of an isolate of Bacillus
cereus selected for the biological control of diseases of the
tomato plant (Lycopersicon esculentum Mill.). Adviser: Reginaldo
da Silva Romeiro. Committee Members: Derly José Henrigues da
Silva and José Rogério de Oliveira

Experiments carried out by Silva (2002) to isolate and select
rhizobacteria inducer of systemic resistance and biological control
agents against multiple pathogens resulted in the obtention of a
promising isolate. It was selected in the rhizosphere of tomato plants
in commercial cultivation and identified by analysis of fatty acids as
Bacillus cereus. In this work, to get to a more complete
characterization of the isolate, essays in laboratory, greenhouse and
field conditions were carried out, for a better understanding of the
biological control mechanisms involved in the rhizobacteria-
phytopathogen interaction. Biochemical and morphological tests
confirmed the identification of the species in the isolate, as well as
demonstrated its physiologic diversity and nutritional versatility.
Moreover, in laboratorial essays, the viability of using determined
antibiotics to carry out studies of populational dynamics of the isolate
was verified, as well as the compatibility of B. cereus to pesticides
used on the tomato cultivation and adjuvants used in commercial
formulations. But studies to evaluate the survival of B. cereus in a
formulation containing the isolate did not prove to be efficient to keep
the viability of the cells. Essays of direct antibiosis against various
phytopathogens showed that the isolate was not efficient to inhibit the

growth of the majority of pathogenic isolates tested. Under controlled
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conditions, the isolate did not promote the growth of tomato plants,
and also did not have the ability to control Meloidogyne incognita. But
it showed the ability to increase the productivity of the crop in
sheltered cultivation, and to prove the induction of resistance in
tomato plants, when they were challenged with Pseudomonas syringae
pv. tomato. Under field conditions, B. cereus was unable to control an
epidemy of Phythophtora infestans, even when various application
forms of the rhizobacteria were tested, and it also did not promote the
growth of tomato plants. In an experiment carried out in an “infectario”
(infested microplot), a less susceptibility to bacterial wilt (Ralstonia
solanacearum) was observed, allowing the tomato plants to resist with
less incidence of the disease for a period of 30 days in plants grown
from microbiolized seeds, although B. cereus was not effective to
control the epidemy. Studies aiming at handling and optimizing factors
related to the physiological and biochemical abilities of the isolate are
needed for the understanding and maximum exploitation of its
potentialities. For the biological control of diseases in the tomato
cultivation, besides further formulation works, there is the probability
of obtaining a product that could be used in the production of crops
with high commercial value and quality, and that can keep the
effectivity of action of this microorganism in the biological control as
well as to minimize the use of pesticides encourage the practice of an

agriculture ecologically correct.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma solanacea
amplamente cultivada em todo o mundo, considerada a hortalica de
maior consumo, podendo ser utilizada tanto in natura quanto na forma

processada.

No Brasil a area cultivada de tomateiro é de cerca de 50.000
ha/ano, com producdo de aproximadamente 3,6 milhdes de toneladas

(Brasil, 2004).

O cultivo do tomateiro é uma atividade agrondémica intensiva,
exigindo uma ampla utilizacdo do espaco fisico, o aprimoramento nos
tratos culturais e a aplicacdo de insumos e artificios tecnologicos no

controle de plantas invasoras, pragas e doencas.

Um dos fatores limitantes para a producdo de tomateiro em
muitas partes do mundo é o ataque de fitopatégenos. Cerca de 200
doencas, de diversas causas e etiologias acometem a cultura,
tornando-se 0 emprego sistematico de defensivos quimicos na
producdo em escala comercial uma préatica obrigatoria (Tigchelaar,
1993; Vale et al.,, 1992), juntamente com a utilizacdo de cultivares
expressando resisténcia genética e 0 manejo cultural da planta

(Emmert e Handeslman, 1990).

A despeito da lucratividade e abastecimento do mercado com
alimentos de alta qualidade, problemas advindos do uso indiscriminado
de agrotoxicos tem levado a reflexos nocivos ao ambiente
(Campanhola e Bettiol, 2003), problemas a saude humana (Pommery et
al., 1993; Roloff et al., 1992), toxidez em relagdo a organismos nao-
alvo (Melo e Azevedo, 1998; Brock, 2003; Campanhola e Bettiol, 2003;
Gerhardson, 2002; Kasai et al., 1993; Marchini et al.,, 1988) e o



desenvolvimento de resisténcia em estirpes patogénicas (Melo et al.,

2002; Moreira e Siqueira, 2002; McManus et al., 2002).

Uma alternativa ao emprego de pesticidas na agricultura
moderna tem sido a busca por organismos benéficos ao
desenvolvimento de plantas, como o uso de bactérias como inoculantes
em leguminosas (Atlas e Bartha, 1946; Brock, 2003; Valarini, 1998), a
acao de microrganismos na promocdo do crescimento (Bashan, 1998;
Cattelan et al., 2000; Chen et al., 1996; Gutierrez-Maifiero et al., 2001)
e inducdo de resisténcia em plantas (Cavalcanti et al., 2004; Silva et
al., 2004) e como agentes de biocontrole (Thomashow e Weller, 1988;
Bettiol, 1991; Melo e Azevedo, 1998; Emmert e Handelsman, 1999;
Sabaratnam e Traquiar, 2002; Silva, 2002).

O mercado global de pesticidas ja comercializa produtos
biolégicos, como os biofungicidas que representam cerca de 21% do
volume de vendas, utilizando microrganismos dos géneros
Agrobacterium, Peniophora, Pseudomonas, Trichoderma e
Streptomyces, bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis Berliner,
1915, Bacillus sphaericus Meyer e Neide, 1904, Beauveria spp. e
Metarhizium spp, além de ativadores de resisténcia e misturas de
nutrientes com extratos de microrganismos (Cavalcanti et al., 2004,
Melo e Azevedo, 1998; Campanhola e Bettiol, 2003). Contudo, a
complexidade dos modos de acdo dos agentes de biocontrole e da
interacdo microbiota-solo, a dependéncia do antagonista em relacdo ao
ambiente (Gerhardson, 2002) e a exposicdo ambiental a pesticidas e
outras substancias téxicas utilizadas na agricultura tém dificultado o

uso de microrganismos no controle de doencas de plantas.

No campo da pesquisa a busca por isolados mais eficazes, o

aprimoramento e otimizacdo dos processos relacionados a producao



em escala agro-industrial e estudos de formulacdo e aplicacdo em
campo tem sido preocupacdes constantes, objetivando a validacdo e
correta implementacédo das metas de producédo, formulacéo e liberacédo
de agentes microbianos no ambiente, no sentido de prover equilibrio e

eficacia ao processo.

O estudo de risco a qualidade ambiental, o conhecimento da
estrutura e funcbes dos ecossistemas envolvidos, os fatores que
influenciam a atuacdo de um agente de biocontrole e suas varias
interacdes (antagonista-planta; antagonista-patégeno; antagonista-
organismos ndo alvo), o desenvolvimento de tecnologias de veiculacdo
destes organismos e a reformulacdo dos sistemas de producdo podem
impulsionar novas descobertas na area, promovendo um aumento no

uso e comercializacdo de produtos biolégicos.

Experimentos realizados por Silva (2002) objetivando o
isolamento e selecdo de rizobactérias indutoras de resisténcia
sistémica e agentes de biocontrole a multiplos patégenos resultaram na
obtencédo de um isolado promissor, selecionado de rizosfera de plantas
de tomateiro em cultivo comercial e identificado pela anélise do perfil
de éacidos graxos da membrana como Bacillus cereus Frankland e
Frankland, 1887, sendo o perfil comparado por meio do software de
identificacdo microbiana (MIDI, Biblioteca Sherlock* TSBA verséao 5.0,
Microbial ID, Newak, DE, USA), considerando positivamente

identificado o isolado com indice de similaridade maior ou igual a 6,0.

Silva (2002) relata que o isolado foi capaz de aumentar a
atividade de enzimas relacionadas a resisténcia sistémica induzida
como lipoxigenase e peroxidase quando plantas foram desafiadas com
Pseudomonas syringae pv. tomato (ex Okabe 1933) Young, Dye e

Wilkie 1978 em um bioensaio em casa de vegetacdo, proporcionar



aumento na producéo de frutos de tomateiro e proteger as plantas de
infeccdes naturais de Phytophthora infestans (Mont.) de Bary 1876,
Alternaria solani (Ellis e Martin) L. R. Jones e Grout 1896 e Septoria
lycopersici Speg. 1881, em condi¢cdes de campo, 0 que comprova a
inespecificidade da resisténcia sistémica induzida e revela o potencial
de uso deste antagonista em um programa de controle integrado de

doencas do tomateiro.

O aumento na atividade de enzimas como peroxidase,
polifenoloxidase, fenilalanina amonia-liase, lipoxigenase, b-1,3-
glucanase e quitinase (Ye et al., 1990; Koch et al., 1992; Schneider e
Ullrich, 1994; Van Loon et al., 1997), a atividade antimicrobiana direta
na presenca de peroxidos de hidrogénio (Ride, 1975), a geracdo de
precursores para a biossintese de lignina e outros compostos fendlicos
gue se acumulam em resposta a infeccdo (Klessig e Malamy, 1994), a
inibicdo do crescimento do patdgeno pela inducdo de fitoalexinas e a
transducdo de sinais (Namai et al., 1990; Li et al.,, 1991; Choi e
Bostock, 1994) além da oxidacdo de compostos fendlicos a quinonas
(Agrios, 1997) podem indicar uma resposta de resisténcia induzida em

plantas por microrganismos.

O género Bacillus exibe uma grande habilidade e diversidade
fisiologica (Sneath et al.,, 1984) e, dentre suas espécies, varias
produzem enzimas hidroliticas extracelulares (Noel et al., 2001;
Planas, 2000), antibiéticos (Baker e Cook, 1974; Sneath et al., 1984,
Brock, 2003), larvicidas (Melo e Azevedo, 1998), toxinas (Brock,
2003), podendo ser utilizadas nas industrias alimenticia (Harper, 1982;
Moreira e Siqueira, 2002), e agronémica (Melo et al.,, 2002;
Campanhola e Bettiol, 2003; Bashan, 1998). Responde por,
aproximadamente, 50% da comercializacdo de biopesticidas em todo o

mundo, com destaques para programas de biocontrole de insetos



utilizando-se Bacillus thuringiensis, Bacillus popilliae Dutky,1940,
Bacillus lentimorbus Dutky,1940, Bacillus sphaericus 1904, Bacillus
subtilis (Ehrenberg, 1835) Cohn, 1872 e Bacillus cereus e produtos a
base de B. subtilis (Melo et al., 2002) ativo contra varios patdégenos

fungicos (Gerhardson, 2002) no controle de doencas de plantas.

Dentro de um programa de controle biolégico, o estudo das
caracteristicas fenotipicas de um microrganismo leva ao entendimento
dos diversos fatores que regulam sua sobrevivéncia, capacidade de
producdo de estruturas de resisténcia e dorméncia, sua diversidade
fisioldgica, eficiéncia na utilizacdo de substratos e sua susceptibilidade
ao antagonismo (Brock, 2003), revestindo-se de importancia na busca
por um biocontrolador capaz de manter a viabilidade celular e

efetividade de agéo.

Diante do exposto, este trabalho se propds a: 1) caracterizar um
isolado de Bacillus cereus selecionado como indutor de resisténcia em
plantas de tomateiro (Silva et al., 2004), estudando aspectos de ordem
fisiolégica, bioquimica e morfolégica, 2) avaliar o potencial
antagonistico de B. cereus frente a diferentes patdégenos do tomateiro
in vitro, 3) verificar a capacidade do isolado em promover o
crescimento e aumentar a produtividade de plantas de tomateiro, em
casa de vegetacdo e campo, 4) avaliar o potencial de uma formulacéo
proposta veiculando o isolado, 5) testar a capacidade da rizobactéria
em proteger o tomateiro contra Phytophthora infestans em condicdes
de campo, 6) avaliar a magnitude do potencial de compatibilidade entre
defensivos quimicos, agentes antimicrobianos e o0 antagonista
selecionado, 7) e testar a capacidade de Bacillus cereus em proteger o
tomateiro contra patégenos do sistema radicular, em condi¢c6es de casa

de vegetacdo.
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CARACTERIZAQAO BIOQUIMICA E MORFOFISIOLOGICA DE UM
ISOLADO DE Bacillus cereus

RESUMO

Experimentos realizados por Silva (2002) objetivando o
isolamento e a selecdo de rizobactérias indutoras de resisténcia
sistémica e agentes de biocontrole a multiplos patdégenos resultaram na
obtencdo de um isolado promissor, selecionado de rizosfera de plantas
de tomateiro em cultivo comercial e identificado por analise de acidos
graxos como Bacillus cereus. O presente trabalho objetivou a
caracterizacdo deste isolado de B. cereus, através de estudos
envolvendo aspectos de ordem fisioldgica, bioquimica e morfologica,
visando o conhecimento e exploracdo maxima das potencialidades do
isolado para o biocontrole de doencas na cultura do tomateiro, além de
futuros trabalhos de formulacdo. Bacillus cereus foi caracterizado
como um procarioto Gram positivo, com células em formato de bastéo
e capacidade de formacdo de um endosporo por célula, anaerdbio
facultativo, com periodo de geracdo de 22 minutos, capaz de tolerar
grandes variacdes de pH, temperatura e concentracfes do sal cloreto
de sédio (NacCl). O isolado foi capaz de utilizar 69 diferentes fontes de
carbono, hidrolisar amido, esculina, hipurato, Tween, produzir lecitina,
catalase, degradar lipideos, liquefazer a gelatina e demonstrou
resposta positiva para os testes de oxidase e urease. Os testes
bioquimicos de producdo de pigmento fluorescente, teste de Voges-
Proskauer e vermelho de metila, producdo de H,S e amonia,
degradacdo da fenilalanina e tirosina e utilizacdo de citrato tiveram

resultados negativos.
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BIOCHEMICAL MORPHOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF A Bacillus cereus ISOLATE

ABSTRACT

Experiments carried out by Silva (2002) to isolate and select
rhizobacteria inducer of systemic resistance and biological control
agents against multiple pathogens resulted in the obtention of a
promising isolate. It was selected in the rhizosphere of tomato plants
in commercial cultivation and identified by fatty acids analysis as
Bacillus cereus. The objective of the present work was to characterize
this B. cereus isolate, studying physiological, biochemical and
morphological aspects, viewing the understanding and maximum
exploitation of the potentialities of the isolate for the biological control
of diseases in the tomato plant cultivation as well as further works of
formulation. Bacillus cereus was characterized as a Gram positive
procariote, with cells in the shape of a stick and ability to form one
endospore per cell. It is anaerobious facultative, with a generation
period of 22 minutes, being able to tolerate great variations of pH,
temperature and concentrations of salt (sodium chloride — NaCl). The
isolate was able to use 69 different sources of carbon, to hydrolyze
starch, esculine, hippurate and Tween; to produce lecithin and
catalase; to degrade fats, to liquefy gelatin, showing a positive
response to the oxidase and urease tests. The biochemical tests of
production of fluorescent dye, test of Voges-Proskauer and methyl
red, production of H,S and ammonia, degradation of phenylalanine and

tyrosine, and the use of citrate showed negative results.
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INTRODUCAO

O metabolismo central de um organismo € fundamentado em
reacdes bioquimicas capazes de produzir ou consumir energia. Estes
processos sdo controlados por eventos intracelulares que iniciam pela
transcricdo génica até a sintese de proteinas com funcdo enzimatica,
catalisando alterac6es no substrato, permitindo assim a utilizacdo de

rotas metabdlicas especificas para a liberacdo de energia.

A presenca de um microrganismo em determinado ambiente é
funcdo das condi¢des locais dominantes e dos limites de sua bagagem
genética. Seu sucesso em qualquer habitat é regulado pela extenséao e
rapidez de suas respostas fisiologicas as condicdes ambientais
predominantes, podendo ocorrer limitacbes fisicas e quimicas que
podem ser suplantadas, pois muitas espécies sdo capazes de se

adaptar as novas condicdes (Moreira e Siqueira, 2002).

O estudo das peculiaridades nutricionais e metabdlicas de
microrganismos leva ao conhecimento de seu metabolismo geral e,
consequentemente, ao entendimento dos diversos fatores que regulam
sua sobrevivéncia, capacidade de producdo de estruturas de
resisténcia e dorméncia, sua diversidade fisiolégica e eficiéncia na
utilizacdo de substratos e sua susceptibilidade ao antagonismo (Brock,

2003).

Ensaios como curva de crescimento, morfologia, utilizacdo de
aclcares, entre outros, sdo empregados para caracterizar um
microrganismo e melhor conhecer suas habilidades frente as condi¢cdes
ambientais predominantes, além de fornecer subsidios para a conducgéo

de experimentos, tanto in vitro quanto in vivo.

O tamanho e forma das células sdo caracteristicas morfologicas

Uteis na identificacdo, podendo ser influenciadas pelas condicbes
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ambientais. Especula-se que a maior concentracdo de células Gram-
positivas em solo ndo rizosférico possa se dar devido a maior
espessura de sua parede celular, conferindo maior resisténcia a

condigdes adversas (Moreira e Siqueira, 2002).

Espécies pertencentes ao género Bacillus exibem uma grande
habilidade e diversidade fisioldgica (Sneath et al., 1984) com producéo
de enzimas hidroliticas extracelulares (Noel et al., 2001; Planas,
2000), antibidticos (Baker e Cook, 1974; Sneath et al., 1984; Brock,
2003), larvicidas (Melo e Azevedo, 1998) e toxinas (Brock, 2003).
Aplicacbes nos setores alimenticio (Harper, 1982; Moreira e Siqueira,
2002) e agricola (Melo et al., 2002; Campanhola e Bettiol, 2003;
Bashan, 1998; Gerhardson, 2002) tem também demonstrado o grande

potencial e versatilidade no uso deste microrganismo.

Neste trabalho sdo apresentados estudos de ordem fisioldgica,
bioguimica e morfolégica de um isolado de Bacillus cereus,
selecionado como agente de biocontrole em plantas de tomateiro, em

trabalhos anteriores do mesmo laboratério (Silva, 2002).
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MATERIAL E METODOS

Origem, cultivo e preservacédo do microrganismo

Utilizou-se para a conducédo de todos os experimentos um isolado
bacteriano, previamente identificado por analise de perfil de acidos
graxos como Bacillus cereus (Silva, 2002), obtido de rizosfera de
plantas sadias de tomateiro em plantio comercial no municipio de Sao
Geraldo (MG). Este isolado foi selecionado em experimentos de casa
de vegetacdo e campo, mostrando-se efetivo em induzir resisténcia
contra diversos patdgenos que incitam doencas em tomateiro (Silva et

al., 2004).

O cultivo do microrganismo se deu por repicagem em placas de
Petri contendo meio 523 (Kado e Heskett, 1970) sdélido para uma
producdo massal de células bacterianas em fase exponencial de
crescimento. Apds o0 periodo de incubacdo e crescimento, células
foram coletadas pela adicdo de solucdo salina (0,85%) as placas e o
auxilio de alca de Drigalski, obtendo-se uma suspensdo bacteriana que

foi padronizada em espectrofotémetro (ODs4o = 0,5).

A preservacdo foi feita pela utilizagcdo das técnicas de solo
esterilizado (Lelliott e Stead, 1987), agua estéril (Fahy e Persley,
1983), freezer -80°C (Romeiro, 2001) e por repicagens
guadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly et al., 1970), sendo os tubos

mantidos sob refrigeracdo a -4°C (Williams e Wellington, 1982).
Curva de crescimento

O isolado foi cultivado em meio 523 liquido por 24 horas a 28°C e,
apos o periodo de incubacdo, uma aliquota de 200nL foi transferida

para um Erlenmeyer contendo 200mL do mesmo meio. O Erlenmeyer

foi entdo colocado sob agitacdo em agitador horizontal a 140 ciclos, de
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onde foram retiradas aliquotas as 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 16, 19, 21 e
32 horas de crescimento, procedendo-se a diluicdes seriais (fator 10)
em solucéo salina (0,85% NaCl) contendo 0,3% de Tween 80 (Romeiro,
2001). Aliguotas de 50nL destas diluicdes foram semeadas em placas
de Petri contendo meio 523 sélido e incubadas por 24 horas a 28°C. Ao
final do periodo de incubagdo contou-se o nimero de células viaveis
(UFC/mL) obtido em cada uma das placas. Foram feitas trés repeticoes

para cada uma das diluicbes (Klement et al., 1990).

Nos mesmos intervalos de tempo utilizados para o semeio em
placas, aliquotas das diluicdes foram utilizadas para a determinacédo da
absorbancia em espectrofotometro (Hitachi, U-3000) sob comprimento

de onda de 540nm (Klement et al., 1990).

As avaliagbes correspondentes entre numero de células viaveis
(UFC/mL) apés o periodo de incubacdo e as respectivas leituras de
absorbancia ao longo do tempo foram registradas, visando a
construcdo da curva padrdo de crescimento bacteriano, obtida através
da média das trés repeticGes de cada placa e seu valor de absorbancia
respectivo, utilizando-se, para este fim, o fator de diluicho com menor

desvio padréo.

Morfologia e Reagdo de Gram

Utilizou-se uma cultura com 24 horas de crescimento em meio
523 liquido para realizar os testes de coloracdo de Gram (Schaad et

al., 2001) e solubilidade em KOH (Fahy e Persley, 1983).

Para observacdo da morfologia celular, esfregacos do isolado
foram submetidos a coloracdo de Benians (Conn et al.,, 1957) e

visualizados sob microscopia 6tica.
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Foram empregados os métodos de Gram, Benians e verde
malaquita (Schaad et al.,, 2001) para a determinacdo das dimensofes
celulares, com o auxilio de uma camera Olympus U-CMAD-2 acoplada
a microscépio 6tico Olympus DX60. Utilizando-se o0 programa
ImagePro Plus, mediu-se o comprimento e largura de 5 células por
lamina, perfazendo um total de 15 células, escolhendo-se células que
ndo apresentaram evidéncias de divisdo celular. Esporos foram
também medidos, tanto os localizados no interior quanto no exterior

das células.

Formacéao de enddsporos

Bacillus cereus foi repicado para um Erlenmeyer contendo meio
de Finley e Fields (Finley e Fields, 1962) liquido e, apés incubacdo a
28°C por 7 dias, preparou-se o esfregaco de células em laminas de
vidro procedendo-se a coloracdo com verde malaquita e safranina
(Schaad et al., 2001). A existéncia e caracteristicas morfoldgicas do
endésporo foram visualizadas ao microscoépio otico, utilizando-se lente

de imersédo (1000X).

Relacdo com o oxigénio livre

Bacillus cereus com 24 horas de idade foi repicado para placas
de Petri contendo o meio 523 sélido, pelo método de estrias. As placas
foram colocadas em jarra de anaerobiose contendo o reagente
Anaerocult® A (Merck) e o conjunto incubado a 28°C por 24 horas. A
ocorréncia de crescimento bacteriano demonstra que o isolado é capaz

de se multiplicar em um ambiente anaerébio (Schaad et al., 2001).
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Producédo de pigmento fluorescente

O isolado foi cultivado em meio 523 liquido por 24 horas a 28°C
e entdo repicado para tubo de ensaio contendo meio King B sdlido
(King et al., 1954), sendo incubado a 28°C por, até, 72 horas. As
avaliacdes foram feitas a cada 24 horas sob luz UV com comprimento

de onda de 366nm (Schaad et al., 2001).

Termoestabilidade

Para avaliar a capacidade do isolado em multiplicar-se sob
diferentes temperaturas utilizou-se a metodologia descrita por Fahy e
Persley (1983) com modificacbes. De um cultivo liquido de Bacillus
cereus retiraram-se aliquotas de 500 nL que foram dispensadas em
tubos contendo 4,5 mL de meio 523 liquido, sendo estes incubados as
temperaturas de 28°C, 37°C e 70°C em banho-maria, nos intervalos de
24, 48 e 72 horas. Para cada combinacdo tempo-temperatura,
procedeu-se a diluicdes de fator 10 em solucdo salina (0,85% NacCl).
Cada diluicdo foi semeada em placas de Petri contendo meio 523 sélido
com posterior incubagdo a 28°C por 24 horas, quando entdo se fez a
contagem do nimero de células viaveis (UFC/mL) por placa, com trés

repeticdes para cada uma das diluicoes.

Tolerancia a acidez e alcalinidade

Em Erlenmeyers contendo meio 523 liquido preparado sob os
tampdes acetato, fosfato e Tris-HCI (Dhingra e Sinclair, 1985)
cultivou-se Bacillus cereus sob uma ampla faixa de pH (4,3 a 10,0)
com incubagdo a 28°C por 5, 7, 9, 13, 19 e 32 horas. Através da
medicdo da turbidez do meio ao final de cada tempo de incubacéo,

determinou-se o numero de células totais do isolado através de
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leituras em espectrofotdmetro (ODsy40). Os tempos de incubacao foram
escolhidos observando-se os valores da curva padrdo de crescimento

do microrganismo.

Halofilia

Avaliou-se a capacidade de sobrevivéncia do isolado, quando
diferentes concentracfes do sal NaCl (2,0 a 10,0%) foram adicionadas
a Erlenmeyers contendo meio 523 liquido. Bacillus cereus foi repicado
e cultivado a 28°C por 5, 7, 9, 13, 19 e 32 horas, fazendo-se todas as
combinacdes possiveis entre as diferentes concentracdes e tempos de
cultivo. Ap6s cada um dos referidos tempos de incubacéo a turbidez do
meio foi avaliada em espectrofotometro (OD 540 nm). Os tempos de
incubacédo foram escolhidos seguindo-se a curva padrao obtida para o

isolado em questdo (Fahy e Persley, 1983).

Utilizagéo de diferentes fontes de carbono

O antagonista com 24 horas de idade, crescido em meio 523
liquido foi semeado em placas de Petri contendo meio Biolog Universal
Growth (Biologé). Apos incubacido a 28°C por 24 horas, uma suspensao
do antagonista foi preparada com a adicdo de solucédo salina (0,85%),
ajustada em espectrofotometro (ODss0 = 0,5) e aliquotas depositadas
em placas GP Microplate™. Seguiu-se a incubacéo das placas a 28°C
por 18 e 24 horas, sendo que ao final dos tempos de incubacéo, fez-se
a avaliacdo visual do aparecimento de coloracdo purpura nos pocos

referentes a cada uma das fontes de carbono (Biolog, 1999).

Hidroélise do amido
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Partindo-se de uma cultura com 24 horas de crescimento em
meio 523 liquido, repicou-se o isolado por meio de pontos em agar
nutritivo contendo 2% de amido soluvel previamente vertido em placa
de Petri. Seguiu-se a incubacio a 28°C por 4 dias, quando a placa foi
submetida a inundacdo com solucdo de lugol, por aproximadamente 1
minuto, avaliando-se a ocorréncia de halo ao redor da colénia (Schaad

et al., 2001), caracteristico da acado de amilases.

Teste de Voges-Proskauer e vermelho de metila

Cultivo bacteriano de B. cereus com 24 horas de crescimento
em meio 523 liquido foi utilizado para a retirada de uma aliquota que
foi semeada em tubos de ensaio contendo meio MR-VP (vermelho
metila — Voges Proskauer). Para o teste de Voges Proskauer, o isolado
foi incubado por 5 dias a 28°C sendo testado aos 2 e 5 dias de cultivo,
adicionando-se a tubos de ensaio estéreis 1 mL de cultura, 0,6 mL de
naftol (5%) e 0,2 mL de KOH (40%) com posterior agitagcdo por 2
horas. A viragem da coloracdo do liquido contido no tubo de ensaio
para uma cor résea indica que o teste é positivo (Fahy e Persley,

1983).

Para o teste de vermelho de metila, apds incubacdo por 72 horas
a 28°C dos tubos de ensaio contendo células de Bacillus cereus
crescidas em meio MR-VP, foi retirado 1mL do meio de cultivo,
dispensado em tubo de ensaio e adicionadas 5 gotas de solucdo de
vermelho de metila 0,02%. O desenvolvimento de coloracdo vermelha

no tubo indica teste positivo (Fahy e Persley, 1983).

Utilizacdo de citrato
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Meio de Simmons (Simmons, 1926) foi utilizado para avaliar a
capacidade do isolado em utilizar citrato como Unica fonte de carbono.
Para tal, suspensdo de células de Bacillus cereus obtida a partir de
crescimento em meio 523 solido foi utilizada para semeio em placas de
Petri contendo meio de Simmons. As placas foram incubadas a 28°C
por 24 horas, procedendo-se a observacdo de crescimento bacteriano
e mudanca de coloragdo do meio, sendo indicativo do uso de citrato

(Schaad et al., 2001).

Hidrolise de esculina

Meio de esculina de Sneath foi utilizado para avaliar a
capacidade do isolado em originar um complexo de cor escura, nao
fluorescente, através da reacdo da esculina com ions ferro. Para tal, o
isolado foi semeado em tubo de ensaio contendo o referido meio,
utilizando-se uma suspensdo bacteriana com 24 horas de idade.
Seguiu-se a incubacdo a 28°C por 7 dias, procedendo-se, a cada 24
horas, a observacdo de mudanca de coloracdo do meio, indicativo do

uso de hidrolise de esculina (Mariano, 2000).

Liguefacao da gelatina

Em tubos de ensaio contendo meio caldo nutritivo adicionado de
12% de gelatina, procedeu-se ao semeio do isolado com alca de
platina reta, partindo-se de uma cultura com 24 horas de idade. Apés 4
dias de incubacdo a 28°C, o tubo de ensaio contendo o crescimento
bacteriano foi levado a geladeira por 30 minutos e a seguir inclinado

para observar a liguefacédo ou ndo do meio (Blazevic e Ederer, 1975).

Producéo de lecitina

Sobre a superficie de placas de Petri contendo meio nutriente

agar previamente adicionado de gema de ovo (proporcdo 1/10), o
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isolado foi repicado em pontos equidistantes e incubado a 28°C por 24
horas. A avaliacdo consistiu da observacdo de formacdo de halo ao

redor das colbnias surgidas apos incubacao (Fahy e Persley, 1983).

Producéo de catalase

Apébs a obtencédo de células de B. cereus cultivadas em placas de
Petri contendo meio 523 sélido por 24 horas a 28°C, gotas de peroxido
de hidrogénio (3%) foram adicionadas as placas, seguindo-se a
observacdo da formacédo de bolhas, considerando-se o teste com este

resultado como positivo (Romeiro, 2001).

Hidrolise do hipurato

Uma aliquota do isolado com 24 horas de crescimento em meio
523 liquido foi semeada em um meio de cultivo liquido adicionado de
hipurato de sodio (10g/L) e cloreto de calcio (0,3g/L) sendo cultivada a
30°C por 7 dias. Apds o periodo de incubagéo, foram adicionados 1,25
mL de uma solucédo de FeCl; a 7% e observado o aparecimento de um
precipitado permanente, que indica que o antagonista foi capaz de

hidrolisar hipurato (Romeiro, 1976).

Producédo de H,S

Cultivo bacteriano com 24 horas de idade foi repicado para
tubos de ensaio contendo meio de Dye (1968) e uma tira de papel de
filtro embebida com solucdo saturada de acetato de chumbo foi presa
em cada um dos tubos, de modo que esta ficasse suspensa sem tocar o
meio de cultura. Os tubos de ensaio foram entdo incubados a 28°C por
até 14 dias, sendo avaliados diariamente quanto ao escurecimento da
tira de papel, indicativo da producédo de H,S pelo isolado (Fahy e

Persley, 1983).
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Teste de oxidase

Apbés embeber tiras de papel de filtro (Whatmann) com solucéo
de dimetil-p-fenil-N-diamina HCI (0,5%), células do isolado com 24
horas de idade foram recolhidas com o auxilio de um bastdo de vidro,
sendo utilizadas para proceder ao esfregaco nas tiras. Apés 10
segundos, o aparecimento de coloracdo rosa indica que o isolado é

produtor de oxidase (Blazevic e Ederer, 1975).

Teste de urease

A hidrélise da uréia pode ser detectada por uma variacdo no pH

gue € visualizada pela mudanca na coloracdo do meio de cultivo.

O isolado bacteriano foi cultivado em meio de Dye (1968)
adicionado de solucdo de uréia (2%) por 24 horas a 28°C. Utilizaram-
se dois tubos, sendo que o controle ndo continha a fonte de uréia. Apés
o0 tempo de incubacéo, avaliou-se o aumento ou ndo da alcalinidade do

meio (Fahy e Persley, 1983).

Atividade de lipase

Em placas de Petri contendo meio nutriente agar adicionado de
CaCl, (0,01%) e Tween 80 (1% na concentracdo final), cultivou-se o
isolado bacteriano por até 7 dias, aguardando o aparecimento de halo
opaco ao redor da colbnia, indicativo de teste positivo (Gerhardt,

1994).
Hidrélise de Tween

A atividade de esterase pela bactéria foi avaliada segundo
metodologia descrita por Sands (Klement et al.,, 1990). Para tal o

isolado foi repicado em placas de Petri contendo meio nutriente agar

adicionando-se cloreto de calcio (0,01%) e Tween 80 (0,1% na
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concentracéo final) e incubadas a 28°C por até 7 dias. O aparecimento
de uma zona opaca formada ao redor da coldnia, contendo granulos de
cristais € caracteristico da formacdo de um polimero, quando o acido

oléico é hidrolisado a partir de Tween.

Degradacéao da fenilalanina

A capacidade do isolado em degradar a fenilalanina foi avaliada,
cultivando-se a bactéria em placas de Petri contendo meio de cultivo
adicionado de fenilalanina (0,2%) por 72 horas a 28°C. Apds o periodo
de incubacdo, gotas de FeCl; (10%) foram adicionadas a placa,
aguardando-se o0 aparecimento de uma reacdo de coloragédo
esverdeada, comprovando assim a producdo de acido fenilpiruvico a

partir de fenilalanina (Klement et al., 1990).

Degradacéo da tirosina

Em placas de Petri contendo agar nutriente adicionado de
tirosina (0,5%), repicou-se o isolado em pontos com o auxilio de alca
de platina, cultivando-se a bactéria a 28°C por até 7 dias, avaliando a
mudanca de coloracdo do meio ao redor da colbénia, pela producdo de
pigmento de tonalidade marrom, indicativo da capacidade do isolado

em degradar a tirosina (Klement et al., 1990).

Producdo de amonia

Partindo-se de cultivo bacteriano com 24 horas de crescimento
repicou-se o isolado em tubos de ensaio contendo meio MB16,
incubando-se a 28°C por até 5 dias. Apds este periodo, uma aliquota
do meio foi retirada, dispensada em tubo de ensaio vazio e um mesmo
volume de reativo de Nessler foi adicionado, aguardando o
aparecimento de um precipitado amarelo, caracterizando o isolado

como produtor de aménia (Romeiro, 1976).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de coloracdo de Gram e solubilidade em KOH

identificaram o isolado como Gram positivo.

O isolado em teste iniciou sua fase logaritmica de crescimento
5:00 horas apés repicagem para meio padrdao (Figura 1), com um
periodo de geracdo de 22,00 minutos.
Absorbancia

(540 nm)
25

Log,o UFC/mL

Tempo (horas)

Figura 1. Curva de crescimento de um isolado de Bacillus cereus em valores
expressos de log;Q0UFC/mL (] ) e absorbéncia lida a 540 nm (?).

A avaliacdo da capacidade do isolado em se multiplicar na
auséncia de O, comprovou que a rizobactéria comporta-se como
anaerdébia facultativa, em conformidade com a descricdo para a espécie

(Schaad et al., 2001).

Sob microscopia 6tica podem-se observar células vegetativas
em formato de bastdo (Figuras 1 e 2) medindo 3,38mm de comprimento
e células esporogénicas com a formacdo de um enddsporo por célula
(Figuras 2 e 3). O endb6sporo tem um formato oval, posiciona-se no

centro da célula e mede 0,96mm de comprimento.
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Segundo Sneath et al. (1984) algumas estirpes de Bacillus
cereus e B. subtilis excretam pigmentos fluorescentes, ndo se

observando tal caracteristica neste isolado de B. cereus.
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Figura 2. Células de Bacillus cereus visualizadas pelas técnicas de coloragdo de
Benians (Foto 1), Gram (Foto 2) e verde malaquita (Foto 3), evidenciando a presenca
de células vegetativas e esporogénicas.

Experimentos para avaliagio da capacidade do isolado em
resistir a extremos de temperatura, pH e salinidade revelaram ser ele
capaz de crescer sob temperaturas de 28°C e 37°C nos trés intervalos
de tempo avaliados e por 48 horas a 70°C, em banho-maria (Figura 3).
Demonstrou ser capaz de crescer em meio de cultivo com pH entre 5,5

e 9,0 (Figura 4) e de tolerar concentracfes de até 6% do sal cloreto de

sédio, quando este foi incorporado ao meio de cultivo (Figura 5).

Log,gUFC/mL

14 l

L
12 1 ’
10
—e—28°C
8 —=37°C
= —a—72°C
6 T
24 48 72

Tempo de incubacao (horas)

Figura 3. Influéncia de diferentes combinacdes de tempo e temperatura na
sobrevivéncia de células de Bacillus cereus crescidas em um meio padrao.
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O fendbmeno da termofilia € uma caracteristica de procariotos
(Caldwell, 1999), que se manifesta no género Bacillus. A resisténcia de
esporos do género a altas temperaturas € marcante sendo relatado que
um tratamento térmico a 70°C por 10 minutos em um meio de cultivo
contendo células bacterianas destrdi células vegetativas de quase
todas as bactérias conhecidas, diferentemente do que acontece com
esporos de Bacillus (Sneath et al., 1984), fenbmeno este que pbéde ser
observado neste isolado de B. cereus.

Absorbancia 0.5

(540 nm) J.é‘:‘
> /
0.3 e
0.2 A/.j—:,g_’_g
~ W
) ‘ x ‘ *
(o] 5 7 9 13 19 32

Tempo deincubacédo (horas)

|+pH4.3 —A—pH4.6 —%—pH55 —=—pH6.8 —M—pH6.9 —8—pH7.3 —O6—pH8 —e—pHO —e—pH10|

Figura 4. Influéncia do pH de um meio padrdo contendo células de Bacillus cereus
apos incubacdo a 28°C por até 32 horas.

Embora a maioria das bactérias multiplique-se melhor em pH
préximo da neutralidade, alguns microrganismos crescem a valores de
pH substancialmente diferentes de 7,0, como é o caso de espécies de
Thiobacillus por exemplo, que suportam valores de pH abaixo de 2,0 e
Bacillus alcalophillus Vedder 1934, que pode crescer a valores de pH

préximos a 10,5 (Caldwell, 1999).

Os resultados dos testes bioquimicos realizados para a

caracterizacao do isolado estdo sumarizados na Tabela 1.

A avaliacdo da capacidade do isolado em utilizar diferentes
fontes de carbono empregando o kit Biologé‘, mostrou que o organismo
foi capaz de utilizar 69 diferentes aclcares, excetuando-se arbutina,
L-fucose, D-galactose, D-acido galacturénico, D-acido glucénico, m-

inositol, D-manitol, D-melezitose, D-melibiose, b-metil-D-
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galactosideo, D-rafinose, L-ramnose, salicina, sedoheptulosana, D-
sorbitol, staquiose, xilitol, D-xilose, acido acético, g-acido
hidrobutirico, acido-p-hidroxifenilacético, acido succinico mono-metil
éster, acido succinamico, acido succinico, putrescina, 2,3-butanodiol,
a-D-glucose-1-fosfato, demonstrando sua ampla habilidade fisiolégica

(Sneath et al., 1984; Brock, 2003; Atlas e Bartha, 1946).
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Figura 5. Suscetibilidade de células de um isolado de Bacillus cereus crescido em um
meio padrdo ap6s incubacdo sob diferentes concentrag¢des do sal NaCl.

Bacillus cereus pode ser facilmente detectado em meio de
cultivo contendo lecitina, com crescimento de colbnias rizoides e
formacédo de halo ao seu redor (Sneath et al., 1984). A liberacdo de um
diglicerideo pela lecitina foi verificada através da turvacdo do meio em

gue o isolado foi crescido.

Brown, citado por Blazevic e Ederer (1975), explorou pela
primeira vez o uso de citrato de sodio para o crescimento de
microrganismos, e observou que certos isolados tinham seu
crescimento aumentado por este acido organico, enquanto outros eram
completamente inibidos. Sneath et al. (1984) relatam a utilizacédo de
citrato como Unica fonte de carbono por Bacillus cereus, porém o

isolado testado néo foi capaz de fazé-lo.

Segundo Goto (1990), amilases de Bacillus spp. tem sido

amplamente estudadas do ponto de vista da caracterizacao,
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classificacdo e regulacdo genética da producdo. Avaliacbes sobre a
capacidade de hidrélise de amido, tween, gelatina e esculina foram
positivas para o isolado de B. cereus testado. Com relacdo ao teste de
Voges-Proskauer e vermelho de metila, o isolado ndo foi capaz de

produzir acetoina e 2,3-butanediol.

Sneath et al. (1984), relatam que os requerimentos de vitaminas
e aminoacidos para o género variam consideravelmente com as
condicdes de cultivo do microrganismo. Em testes realizados para a
degradacdo de fenilalanina e tirosina, o isolado ndo foi capaz de

metabolizar estes aminoacidos.

O isolado foi capaz de decompor peréxido de hidrogénio através
da producéo de catalase, degradar lipideo (lipase positiva), demonstrou
resposta positiva para oxidase, hidrdélise do hipurato e urease. Nao foi
capaz de produzir H,S e o teste para producdo de amoénia resultou em

uma resposta negativa.

Estudos relacionados a caracterizacdbes morfofisiolégicas e
bioquimicas de um isolado levam ao entendimento de diversos fatores
gue regulam a expressdo deste microrganismo. Visando a utilizagcéo
futura em um programa de manejo integrado para o controle de
doencas, a manipulacdo dos diversos fatores relacionados a sua
sobrevivéncia, capacidade de producdo de estruturas de resisténcia e
dorméncia, fisiologia e utilizacdo de substratos, podem levar a
obtencdo de um produto passivel de ser utilizado na producdo de
culturas de alto valor comercial e qualidade e que possa manter a
efetividade de acdo deste microrganismo no biocontrole, além de
minimizar o uso de agrotoxicos e favorecer a pratica de uma

agricultura ecologicamente correta.
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Tabela 1 - Provas bioquimicas realizadas para caracterizagdo de um isolado de

Bacillus cereus.

Caracteristica avaliada Bacillus cereus Manual de Bergey'
Producéo de pigmento fluorescente Negativo SC
Relagdo com oxigénio livre Anaerobia Anaerobia

facultativa facultativa
Utilizacdo de fontes de carbono Positivos® SC
Producéo de lecitina Positivo Positivo
Hidrolise do amido Positivo Positivo
Hidrolise de Tween Positivo Positivo
Liquefacéo da gelatina Positivo Positivo
Hidrolise de esculina Positivo Positivo
Producdo de catalase Positivo Positivo
Atividade de lipase Positivo Positivo
Teste de oxidase Positivo Negativo
Hidrolise do hipurato Positivo Negativo
Teste de Urease Positivo Positivos
Utilizac8o de citrato Negativo Positivo
Teste de Voges-Proskauer Negativo Positivo
Teste do vermelho de metila Negativo Positivo
Degradacéo de tirosina Negativo Positivo
Degradacéo de fenilalanina Negativo Negativo
Producédo de H,S Negativo SC
Producdo de amdnia Negativo SC

! Fonte: adaptado de Sneath et al., 1984

'Positivo = 11 a 89% dos isolados; Negativo = 90% ou mais dos isolados

SC = sem comparacgéo

Fontes de carbono utilizadas: a-ciclodextrina, b-ciclodextrina, dextrina, glicogénio,
inulina, manana, Tween 40, Tween 80, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-b-D-
manosamina, amigdalina, L-arabinose, D-arabitol, D-celobiose, D-frutose,
gentiobiose, a-D-glucose, a-D-lactose, lactulose, maltose, maltotriose, D-manose,
a-metil-D-galactosideo, = 3-metil-glicose, = a-metil-D-glucosideo, b-metil-D-
glucosideo, a-metil-D-manosideo, palatinose, D-psicose, D-ribose, sacarose, D-
tagatose, D-trealose, turanose, a-acido hidrobutirico, b-acido hidrobutirico, acido a-
cetoglutérico, acido a-cetovalérico, lactamida, acido-D-latico metil éster, acido-L-
latico, &cido-D-malico, &cido-L-malico, &cido piruvatico metil éster, &cido
propidnico, &cido piravico, acido N-acetil-glutdmico, L-alaninamida, D-alanina, L-
alanina, L-alanil-glicina, L-asparagina, acido-L-glutamico, acido-L-glicil-glutamico,
acido-L-piroglutédmico, L-serina, glicerol, adenosina, 2’-deoxi-adenosina, inosina,
timidina, uridina, adenosina-5’-monofosfato, timidina-5’-monofosfato, uridina-5’-
monofosfato, D-frutose-6-fosfato, D-glucose-6-fosfato, D-L-a-glicerol-fosfato.
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POTENCIAL ANTAGONISTICO DE UM ISOLADO DE Bacillus cereus
NO CONTROLE DE PATOGENOS DO TOMATEIRO

RESUMO

Visando complementar a caracterizagdo de um isolado de
Bacillus cereus bem como uma melhor compreensdo dos mecanismos
de biocontrole envolvidos na interacdo rizobactéria-fitopatdégenos,
testes in vitro foram realizados com o intuito de analisar a capacidade
de B. cereus em produzir compostos antimicrobianos inibitérios ao
crescimento de fitopatdgenos fungicos e bacterianos que incitam
enfermidades em plantas de tomateiro. Os testes de antibiose direta
resultaram em discreta inibicdo dos patégenos Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis e Xanthomonas vesicatoria pelo
método de camada dupla, inibicdo do crescimento micelial de
Alternaria solani, e acdo de compostos volateis produzidos pelo isolado
sobre Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici e Corynespora cassiicola. O isolado mostrou-se capaz de
produzir sideréforos e acido indol acético, porém foi incapaz de
produzir quitinase, b-1,3 glucanase, pectinase e acido cianidrico. No
gue tange a antagonismo in vitro o isolado mostrou-se pouco eficiente
dentro dos limites de sensibilidade e abrangéncia dos métodos

executados.
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ANTAGONISTIC POTENTIAL OF A Bacillus cereus ISOLATE IN THE
CONTROL OF PATHOGENS OF TOMATO PLANTS

ABSTRACT

Aiming at a complete characterization of an isolate of Bacillus
cereus as well as a better understanding of the biological control
mechanisms involved in the rhizobacteria-phytopathogens interaction,
in vitro tests were carried out to analyse the ability of B. cereus to
produce antimicrobial compounds that inhibit the growth of fungal and
bacterial phytopathogens that cause diseases in tomato plants. The
tests of direct antibiosis resulted in a discrete inhibition of the
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and Xanthomonas
vesicatoria by the double layer method; inhibition of the mycelial
growth of Alternaria solani, and the action of volatile compounds
produced by the isolate upon Sclerotium rolfssi, Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici and Corynespora cassiicola.
The isolate showed to be able to produce siderophores and indole
acetic acid, but was unable to produce chitinase, b - 1,3 glucanase,
pectinase and hydrocianidric acid. In relation to the in vitro
antagonism, the isolate showed to have little efficiency within the

sensitivity and range of the methods carried out.
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INTRODUCAO

Muitos microrganismos que interagem com plantas vivem em sua
superficie sem lhes causar danos, algumas vezes provendo beneficios
as mesmas auxiliando na absorcdo de nutrientes ou na protecdo contra

patégenos e pragas.

Bactérias que efetivamente suprimem doengas em plantas vém
sendo intensivamente estudadas nas ultimas décadas (Thomashow e
Weller 1988; Bettiol, 1991; Melo e Azevedo, 1998; Emmert e
Handelsman, 1999; Sabaratnam e Traquiar, 2002; Silva, 2002), e
varios mecanismos no combate a patdégenos tem sido relatados como a
antibiose, a competicdo por nutrientes e nichos ecoldgicos e através da
inducdo de resisténcia sistémica. Segundo Fravel (1988) e Glick
(1995), a sintese de substancias antimicrobianas é um dos mecanismos
mais efetivos que uma rizobactéria pode empregar no combate a

fitopatdgenos.

Muitas bactérias produtoras de antibidéticos tém sido
selecionadas para o controle de patdgenos, como as pertencentes aos
géneros Pseudomonas spp. (Colyer e Mount, 1984, Thomashow e
Weller, 1988; Paulitz e Bélanger, 2001), Streptomyces spp. (Paulitz e
Bélanger, 2001; Moreira e Siqueira, 2002), e Bacillus (Milner et al.,
1996; Melo e Azevedo, 1998; Emmert e Handelsman, 1999; Paulitz e
Bélanger, 2001). Sdo relatadas também como produtoras de toxinas
(Brock, 2003), podem agir como larvicidas (Melo e Azevedo, 1998) e
liberar compostos metabdlicos como o &cido cianidrico, produzido por
espécies de Pseudomonas, e ativo contra fungos de solo (Glick e

Bashan, 1997).
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Espécies do género Bacillus (B. thuringiensis B. popilliae, B.
lentimorbus, B. sphaericus, B. subtilis e B. cereus) atuam no controle
biolégico de insetos e no controle de diversos patégenos como
espécies de Rhizoctonia spp., Pythium spp. e Fusarium spp. (Melo et
al., 2002). Sdo também relatadas como produtoras de diversos
antibioticos peptidicos, como surfactina, bacitracina, polimixina,
tirocidina, gramicidina, circulina, micosubtilina e bacilomicina (Landy et

al., 1948; Vater, 1986; Brock, 2003; Duffy et al., 2003).

Véarios autores relatam a habilidade de B. cereus em suprimir
tombamento em alfafa causada por Phytophthora medicaginis E. M.
Hansen e D. P. Maxwell 1991 em ensaios em laboratério, habilidade
esta atribuida a capacidade de producdo de zwittermicina (Handelsman
et al., 1990; Stabb et al., 1994; Handelsman et al., 2000) e kanosamina
(Milner et al., 1996).

Diversas enzimas produzidas por rizobactérias podem atuar na
lise de células fungicas. Pseudomonas stutzeri (Lehmann e Neumann,
1896) Sijderius, 1946, produtoras de quitinase e laminarase,
Burkholderia cepacia (Palleroni e Holmes, 1981) Yabuuchi et al., 1993
agindo através de b-1,3-glucanase, Erwinia herbicola (Lohnis, 1911)
Dye, 1964 liberando um complexo enzimatico quitinolitico e a acao de
guitinase por Serratia marcescens Bizio 1823 controlam patdégenos
como Fusarium solani (Mart) Sacc. 1881, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Pythium ultimum Trow 1901, entre outros (Oliveira

et al., 2003).

Outro mecanismo de controle de doencas por rizobactérias é a
producdo de sideroforos, aumentando a capacidade de sobrevivéncia e

multiplicagdo do isolado em seu habitat (Kumar e Dube, 1992). Sneath
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et al. (1984) relatam que poucas espécies de Bacillus excretam tais

substancias, como é o caso de B. cereus e B. subtilis.

Para uma completa caracterizacdo da rizobactéria em estudo e
com o propésito de avaliar se Bacillus cereus é capaz de agir no
biocontrole direto de fitopatdgenos além de sua ja relatada capacidade
de indugéo de resisténcia em plantas de tomateiro (Silva et al., 2004),
ensaios in vitro foram realizados visando avaliar se o isolado é capaz
de produzir compostos antimicrobianos que possam inibir o

crescimento de fitopatégenos fungicos e bacterianos.

MATERIAL E METODOS

Origem, cultivo e preservacdo dos microrganismos

Utilizou-se para a conducgdo dos ensaios um isolado de Bacillus
cereus, obtido de rizosfera de plantas sadias de tomateiro em plantio
comercial no municipio de Sdo Geraldo (MG) e selecionado como
indutor de resisténcia contra diversos patégenos que incitam doencas
em plantas de tomateiro (Silva et al., 2004). Os isolados patogénicos
bacterianos Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996,
Erwinia carotovora subsp. carotovora (Jones, 1901) Bergey et al.,
1923, Pseudomonas syringae pv. tomato, Pseudomonas syringae pv.
syringae van Hall, 1902, Xanthomonas campestris pv. campestris
(Pammel, 1895) Dowson, 1939 emend. Vauterin et al., 1995,
Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge, 1920) Vauterin et al., 1995, e
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith 1910) Davis et
al. 1984 e fungicos Sclerotium rolfsii Sacc. (1911), Rhizoctonia solani
J. G. Kuhn (1858), Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W. C.
Snyder e H. N. Hansen (1940), Corynespora cassiicola (Berk & M. A.
Curtis) C. T. Wei (1950), Stemphillium solani G.F. Weber (1930),
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Verticillium dahliae Kleb (1913) e Alternaria solani foram obtidos da
colecdo do laboratério de Bacteriologia de Plantas do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa.

Bacillus cereus e fitopatégenos bacterianos foram cultivados em
meio 523 (Kado e Heskett, 1970) e patégenos fungicos em meio BDA -
batata dextrose agar - (Tuite, 1969).

Todos os isolados utilizados foram preservados pelas técnicas
de solo esterilizado (Lelliott e Stead, 1987), a4gua estéril (Fahy e
Persley, 1983), freezer -80°C (Romeiro, 2001) e por repicagens
guadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly et al., 1970), sendo os tubos

mantidos sob refrigeracdo a -4°C (Williams e Wellington, 1982).

Antibiose direta — Dupla camada

O antagonista foi semeado em pontos na superficie do meio 523
solido, seguindo-se a incubagdo a 28°C por 24h. Decorrido este
periodo, as placas foram levadas a camara de fluxo laminar, invertidas,
e cloroféormio vertido na tampa das placas aguardando-se sua
volatilizacdo, sob luz UV ligada. Ap6s aproximadamente 1 hora, as
placas receberam uma sobrecamada de meio padrdo semi-sélido
fundente com propéagulos de cada patégeno incorporados. A avaliacado
foi feita através da medicdo da distancia entre a periferia da colénia
bacteriana e o limite do halo de inibicdo, com régua milimétrica

(Romeiro, 2001).

Antibiose direta — Estrias

O antagonista foi semeado na superficie de placas de Petri
contendo meio 523 sélido pelo método das estrias, seguindo-se a

repicagem dos patdégenos também por estrias, no sentido perpendicular
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as anteriores (Romeiro, 2001). As placas foram entdo incubadas a 28°C
por 24h, quando se fez a avaliagdo pela observacdo visual da
ocorréncia de interrupcdo da continuidade na formacdo das estrias dos

patégenos.

Inibicdo do crescimento micelial

Em placas de Petri contendo meio BDA sélido semeou-se o
antagonista em pontos equidistantes e, no centro das mesmas,
depositou-se um disco de 5mm de diametro de micélio do fungo a ser
testado. As placas foram incubadas a 26°C até que o fungo na placa
controle tivesse tomado toda a placa. Decorrido este periodo, foi feita

avaliacdo da inibicdo de crescimento micelial por inspecéo visual.

Paralelamente, seguiu-se a mesma metodologia descrita acima,
substituindo o meio BDA por meio 523 com o intuito de fornecer as
condigdes ideais ao crescimento bacteriano, confrontando o0s

patégenos fungicos frente ao antagonista.

Compostos inibitorios volateis

Cultivou-se o antagonista e patdégenos bacterianos em meio 523
liqguido a 28°C por 24 horas. Apds o tempo de incubacéio, aliquotas de
100nL da cultura foram incorporadas a 10mL do mesmo meio semi-

sélido fundente e este vertido em placas de Petri.

Para patdgenos fungicos, placas de Petri contendo meio BDA
foram utilizadas para deposicdo sobre sua superficie de disco de

micélio do patégeno desafiante no centro da placa.

Em camara de fluxo laminar, retiraram-se as tampas das placas

contendo o antagonista e das que continham o patégeno cuja
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suscetibilidade a compostos volateis seria testada. Estas placas foram
seladas com parafilme, fundo com fundo, e mantidas sob 28°C para
patdégenos bacterianos e 25°C para patégenos flngicos, com todas as
combinacdes possiveis entre antagonistas e desafiantes. As avaliagdes
foram feitas a cada 24 horas, por observacdo da capacidade de

crescimento do desafiante, quando confrontado com o antagonista.

Inibicdo da germinacdo de esporos

Bacillus cereus foi cultivado em tubo de ensaio contendo meio
523 solido por 24 horas a 28°C obtendo-se pela adicdo de solucéo
salina (0,85%) ao tubo, uma suspensdo que foi ajustada em
espectrofotdmetro (ODs40 = 0,5). Uma aliquota de 500 nl foi depositada
em lamina de microscopia contendo trés anéis de parafina fixados por
impressao a quente (Halfeld Vieira, 2002). Uma aliquota com 0 mesmo
volume, contendo esporos do fungo previamente crescidos em BDA
por 7 dias a 25°C foi misturada a suspensdo bacteriana contida na
lamina sendo entdo incubada. Foram utilizados como controle positivo,
solucdo do fungicida mais comumente utilizado para o patégeno

desafiante e, como controle negativo, agua.

Para Phytophthora infestans, a incubacdo foi feita em céamara
Umida por 2 horas a 18°C e por mais 19 horas em geladeira, antes da

avaliacéo.

A avaliacdo foi feita pela contagem de esporos germinados ou

esporangios germinados e zodsporos liberados, ao microscopio otico.

Foram feitas trés repeticdes por patdégeno, sendo cada repeticao

representada por uma lamina de microscopia.

Producéo de sidero6foros
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Para avaliar a capacidade de producdo de siderdforos por
Bacillus cereus, utilizou-se o método de Schwynn e Neilands (1987)
com algumas modificacbes. A bactéria antagonista foi cultivada em
Erlenmeyer contendo 10mL de meio TSB (triptic soy broth), incubadas
a 28°C por, no minimo, 48 horas sob agitacdo constante. Apdés o
periodo de incubacdo o meio com crescimento bacteriano foi
centrifugado por 10 minutos a 12.000g. Uma aliqguota de 1mL do
sobrenadante foi transferida para um tubo de ensaio, adicionando-se
1mL de solucdo de CAS (cromo azurol S) com posterior incubacéo por
15 minutos a temperatura ambiente. A viragem da coloracdo do meio

de azul para amarelo, indica a producado de sideroforos.
Producédo de quitinase

Microrganismos produtores de quitinase, quando cultivados em
meio contendo quitina coloidal, produzem um halo claro ao redor de

suas colonias.

Meio MLN (meio livre de nitrogénio) complementado com
NH4NOg3, agar e adicdo de quitina coloidal (8g/L) como uUnica fonte de
carbono foi utilizado para avaliar a capacidade do antagonista em
degradar quitina. ApO0s a repicagem do antagonista em pontos
equidistantes de placas de Petri contendo o meio MLN, estas foram
colocadas em incubadora a 28°C por até 10 dias e, a cada 24 horas,
avaliada a presenca de halos ao redor das colbnias, sendo entdo o

isolado considerado quitinolitico (Cattelan, 1999).
Producédo de b-1,3-glucanase

Ao meio MLN adicionado de 5g de b-1,3-glucana como Unica
fonte de C e complementado com NH4NO; e agar, o isolado foi

repicado em pontos, sendo as placas de Petri incubadas a 28°C por 3
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dias. Apos este periodo adicionou-se vermelho congo até completa
cobertura da superficie do meio contendo o crescimento bacteriano.
As placas foram deixadas a temperatura ambiente por 90 minutos,
guando o excesso de corante foi dispensado, avaliando-se a formacéao
de zona amarelo-alaranjada ao redor de colbnias, o que indica teste

positivo para producdo de b-1,3-glucanase (Cattelan, 1999).
Producéo de pectinase

Partindo de um cultivo em meio 523 liquido, o isolado foi
repicado para placas de Petri contendo o meio M9 (Miller, 1974)
suplementado com 1,2g de extrato de levedura e 4g/L de pectina. Apos
incubacdo por 2 dias a 28°C, colonias surgidas foram retiradas com o
auxilio de algodao estéril e, sobre a superficie do meio, adicionada
uma solucdo de HCI 2N até completa cobertura do meio. Apds 5
minutos, ocorrendo a formacdo de halo claro ao redor das colénias,

caracteriza-se a producdo de pectinase (Cattelan, 1999).
Producédo de HCN

Partindo-se da metodologia descrita por Gagné et al. (1991), o
isolado foi testado quanto a sua capacidade de producdo de &cido
cianidrico. Apés repicagem em placa contendo 1/10 de TSA
suplementado com 4,49 de glicina/L e 0,3mM de FeCl3;.6H0
(0,0819g/L) (Castric, 1975), as placas foram invertidas e, na tampa da
placa, depositou-se um disco de papel de filtro impregnado com
solucdo de 4cido picrico a 5% e NaCO3 a 2%. As placas foram seladas
e incubadas por 48 horas a 28°C. A mudanca de coloracédo do papel de

amarelo para marrom-alaranjado indica producdo de HCN.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria das bactérias que produzem antibiéticos contra um
amplo espectro de organismos in vitro ndo mantém essa caracteristica
guando testadas em casa de vegetacdo e campo (Schroth e Hancock,
1981; Fravel, 1988), ndo se mostrando eficientes no biocontrole de
fitopatdgenos. Portanto, a selecdo de agentes de biocontrole ndo deve
utilizar exclusivamente testes em laboratério para decidir sobre a
excluséo de microrganismos potencialmente capazes de atuar no

controle de doencas de plantas.

Varios fatores podem influenciar a producdo de metabdlitos
secundarios por microrganismos in vitro como, por exemplo, condi¢cdes
osmoéticas, fontes de carbono e nitrogénio, tensdo de oxigénio,
concentracdo de minerais no meio (Atlas e Bartha, 1946; Blazevic e

Ederer, 1975; Caldwell, 1999; Brock, 2003).

Na antibiose direta pelos métodos da dupla camada e de estrias,
0 crescimento dos patégenos Ralstonia solanacearum, Erwinia
carotovora subsp. carotovora, Pseudomonas syringae pv. tomato,
Pseudomonas syringae pv syringae e Xanthomonas campestris pv.
campestris, ndo foi afetado e Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis e Xanthomonas vesicatoéria tiveram uma discreta inibicédo
no crescimento pelo método de dupla camada sendo, respectivamente
de 3,0 e 2,0 cm o halo de inibicdo ao redor das colbnias do antagonista

(Figura 1).

Quando se avaliou a atividade de inibicAo do crescimento
micelial de Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici, Corynespora cassiicola, Stemphillium solani,
Verticillium dahliae e Alternaria solani, somente A. solani demonstrou

inibicdo de 1,0 cm ao redor das colbnias de B. cereus (Figura 2).
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Figura 1. Teste de antibiose in vitro para diferentes patégenos bacterianos, quando
avaliados pelo método da dupla camada, utilizando-se Bacillus cereus como
antagonista, em que Rs = Ralstonia solanacearum; Ecc = Erwinia carotovora subsp.
carotovora; Pst = Pseudomonas syringae pv. tomato; Pss = Pseudomonas syringae
pv. syringae; Xcc = Xanthomonas campestris pv. campestris; Xcv = Xanthomonas
vesicatoria e Cmm = Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.
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Figura 2. Crescimento micelial de fungos fitopatogénicos em placas de Petri quando
submetidos ao teste de antibiose pelo método de estrias, frente a um isolado de
Bacillus cereus, em que Sr = Sclerotium rolfsii; Rs = Rhizoctonia solani; Fol =
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; Cc = Corynespora cassiicola; Ss =
Stemphillium solani; Vd = Verticillium dahliae e As = Alternaria solani.

A inibicdo de crescimento de patégenos pela producdo de
compostos volateis pelo antagonista demonstrou alguma atividade
sobre Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, Corynespora cassiicola e Alternaria solani, sendo que o
diametro médio dos halos de crescimento para cada patdégeno foi de

2.5, 3.0, 6.3, 3.5 e 4.5 cm, respectivamente, ndo havendo porém
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restricdo ao crescimento dos patdégenos bacterianos Ralstonia
solanacearum, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Pseudomonas

syringae pv. tomato e Xanthomonas vesicatoria (Figura 3).
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Figura 3. Taxa de crescimento de fitopatégenos submetidos ao teste de antibiose
por compostos volateis produzidos por um isolado de Bacillus cereus; em que Rs =
Ralstonia solanacearum; Ecc = Erwinia carotovora subsp. carotovora; Pst =
Pseudomonas syringae pv. tomato; Xcv = Xanthomonas vesicatoria; Fol = Fusarium
oxysporum f. sp. lycopercisi; As = Alternaria solani; Cc = Corynespora cassiicola;
Rs = Rhizoctonia solani e Sr = Sclerotium rolfsii.

Apesar do isolado de Bacillus cereus ser comprovadamente
efetivo contra diferentes patégenos em condicado de casa de vegetacao
e campo (Silva, 2002; Silva et al., 2004), mostrou-se pouco eficiente
em ensaios in vitro, dentro dos limites de sensibilidade e abrangéncia
dos testes de antibiose pelos métodos executados, para diferentes
patdgenos do tomateiro. Contudo, testes in vitro de prospeccdo de
potencialidade antagonistica revestem-se de importancia como critério

auxiliar de selecdo, bem como para uma melhor compreensdo dos

mecanismos de biocontrole envolvidos.

Ensaios conduzidos para avaliar a capacidade da rizobactéria em
inibir a germinacdo de esporos de Fusarium solani, Phythophthora
infestans e Alternaria solani, levaram a resultados diferenciados para
cada um dos patoégenos. Para P.infestans, o isolado foi capaz de

controlar a germinacgédo de esporangios (Figura 4), acédo esta ja relatada
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para a espécie e relacionada a producdo de dois antibidticos
(zwittermicina A e kanosamina), além do seqlestro de caélcio,
modificacdo da composicdo i6nica e liberacdo de amobnia no meio
(Emmert e Handelsman, 1999). Ja para os fungos F. solani e A. solani o

isolado ndo se mostrou eficiente (Figuras 5 e 6).
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Tratamentos

Figura 4. Porcentagem de germinacdo de esporangios de Phytophthora infestans em
ensaio in vitro quando expostos aos tratamentos com solucdo de clorotalonil (Pi +
F), suspensédo de células de Bacillus cereus (Pi + Bc) e agua (Pi + agua).

A capacidade de metabolizar compostos especificos produzidos
pelas plantas (como os exsudatos da raiz), transformando-os em
compostos inibitérios aos patégenos, mostra-se como um dos
principais fatores de influéncia na capacidade de rizobactérias atuarem
no controle bioldgico (Oliveira et al., 2003), caracteristica considerada

premissa basica para a colonizacéo da rizosfera (Kloepper, 1994).
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Figura 5. Capacidade de germinacdo de esporos de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici nos tratamentos com agua (Fol + 4gua) e em contato com suspenséo de
células de Bacillus cereus (Fol + Bc).
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Figura 6. Porcentagem de esporos de Alternaria solani capazes de germinar quando
expostos a solucdo de clorotalonil (As + F), suspensao de células de Bacillus cereus
(As + Bc) e agua (As + agua).

Varias substancias produzidas por rizobactérias possuem efeito
de controle sobre fitopatégenos destacando-se os sideréforos, os
antibiéticos, as enzimas e outras moléculas que, apesar de relatos de
eficiéncia de controle serem mais comuns em condi¢cées de laboratério
ou casa de vegetacdo (Bashan, 1998; Noél et al., 2001; Ping e Boland,
2004; Ryu et al.,, 2004), experimentos conduzidos em campo tem
demonstrado a efetividade destes organismos no biocontrole (Slininger

et al., 1996; Sabaratnam e Traquiar, 2002; Silva et al., 2004).

A producdo de siderd6foros por rizobactérias pode atuar no
antagonismo frente a flora microbiana local, aumentado a capacidade
de sobrevivéncia e multiplicacdo do isolado em seu habitat (Kumar e
Dube, 1992) e podem ser fonte de ferro para plantas, como relatado
por Crowley et al. (1988). Segundo Sneath et al. (1984), poucas
espécies de Bacillus excretam tais substancias quelantes de ferro,
como é o caso de B. cereus e B. subtilis. O isolado em teste
demonstrou ser capaz de produzir substéncias com caracteristicas de

sideroéforos.

Espécies de Bacillus produzem enzimas hidroliticas
extracelulares que gquebram polimeros complexos como

polissacarideos, acidos nucléicos e lipideos, permitindo sua utilizacdo
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como fontes de carbono e doadores de elétrons (Atlas e Bartha, 1946;
Brock, 2003). Ensaios realizados para avaliacdo da capacidade do
iIsolado em degradar quitina, b-1,3 glucana e pectina tiveram resposta

negativa.

Relatos envolvendo Bacillus megaterium de Bary 1884, B.
subtilis (Castric, 1982) e B. pumilus Meyer e Gottheil, 1901 (Sneath et
al., 1984), demonstram que certos isolados deste género podem ser

cianogénicos, porém B. cereus nao foi capaz de produzir HCN.

Confrontando-se os resultados obtidos neste trabalho com os
realizados anteriormente para o mesmo isolado (Silva, 2004) e
considerando-se que um microrganismo indutor de resisténcia em
plantas ndo pode ter qualquer efeito toxico sobre o patégeno (Steiner e
Schonbeck, 1995), ndo se pode afirmar que o antagonismo exercido

pelo isolado atue no biocontrole em campo.

Se Van Loon et al. (1998) afirmam que mesmo quando ndo héa
antagonismo em ensaios in vitro, ndo se pode excluir a possibilidade
de acdo in vivo, pode-se supor que o inverso também ocorra, ou seja,
0 antagonismo observado in vitro pode ndo atuar em ensaios em casa
de vegetacdo e campo, pois as condicdes do meio podem afetar a
atividade de substancias antimicrobianas, levando a resultados

diferentes em avaliagdes in vitro e in vivo.

Estudos para avaliacdo da capacidade de antagonismo por
Bacillus cereus em ensaios em casa de vegetacdo e campo Ssao
necessarios para comprovar a capacidade do isolado em agir no
biocontrole de fitopatégenos e também para elucidar se a antibiose é o
mecanismo principal envolvido no biocontrole de fitopatdégenos quando

B. cereus estéa associada a plantas ou age conjuntanente a
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induzir resisténcia sistémica, aumentando a capacidade de plantas de

tomateiro em resistir ao ataque de patdégenos.
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PROMOCAO DE CRESCIMENTO DO TOMATEIRO POR UM ISOLADO

DE Bacillus cereus

RESUMO

Um isolado de Bacillus cereus isolado de rizosfera de plantas
sadias de tomateiro e previamente selecionado como indutor de
resisténcia sistémica (Silva et al.,, 2004) foi testado quanto a sua
capacidade de promover o crescimento e aumentar a produtividade de
plantas de tomateiro, em condi¢cdes de casa de vegetacdo e campo,
além da capacidade do isolado em produzir substancias analogas a
fitormdénios e solubilizar fosfatos, sendo capaz de sintetizar etileno e
acido indol acético e solubilizar fosfato. Ensaios em casa de vegetacao
consistiram de avaliacbes dos parametros de altura de plantas,
contagem do numero de folhas e pesos das matérias fresca e seca de
plantas, nos intervalos de 30, 60 e 90 dias apés o semeio e, ao final de
90 dias de idade avaliaram-se o numero de frutos e flores e o peso
dos frutos, ndo se observando atividade promotora de crescimento em
plantas microbiolizadas com o isolado. Em campo avaliou-se a
produtividade da cultura em experimento montado em Vicosa (MG) e
em cultivo protegido em Boa Vista (RO). Em geral, os resultados
revelaram que Bacillus cereus ndo age na promoc¢édo do crescimento de

plantas de tomateiro.
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GROWTH PROMOTION OF TOMATO PLANTS BY A Bacillus cereus
ISOLATE

ABSTRACT

An isolate of Bacillus cereus extracted from the rhizosphere of
healthy tomato plants previously selected as an inducer of systemic
resistance (Silva et al., 2004) was tested to evaluate its ability to
promote the growth and productivity of tomato plants under
greenhouse and field conditions, as well as its ability to produce
substances similar to plant hormones and being able to synthetize
ethylene and indole acetic acid and to solubilize phosphate. Essays
carried out in greenhouse consisted of evaluations of the parameters
height, counting number of leaves and weight of fresh and dry matter
of the plants, at the intervals of 30, 60 and 90 days after seedling; and
at 90 days of age, the number of fruits and flowers and the weight of
fruits were evaluated. Growth promotion activity on the plants grown
from microbiolized seeds was not observed. In the field, crop
productivity was evaluated in an experiment carried out in Vicosa (MG,
Brazil), and in a sheltered cultivation in Boa Vista (RO, Brazil).
Generally, the results showed that Bacillus cereus does not act in the

promotion of growth of tomato plants.
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INTRODUCAO

Bactérias capazes de colonizar o sistema radicular de plantas
promovendo um efeito benéfico sdo conhecidas como PGPR (Kloepper
e Schroth, 1978) e a interacdo resultante bactéria-planta pode resultar
em maior vigor, sanidade e maior produtividade a planta (Chen et al.,
1996; Lazarovits e Nowak, 1997; Cattelan e Hartel, 2000).
Rizobactérias benéficas tém sido encontradas associadas a raizes de
plantas e sd0 mais comuns algumas espécies dos géneros
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas e

Serratia (Burr et al., 1978; Chanway, 1992; Glick, 1995).

H& muitas maneiras pelas quais diferentes PGPR tem sido
relatadas no estimulo de crescimento das plantas, podendo tais efeitos
se relacionar a melhoria de germinacdo e emergéncia de sementes,
elongamento radicular, melhoria no desempenho de plantulas, dentre
outros (Beauchamp, 1993; Sumner, 1990; Glick e Bashan, 1997). Esses
efeitos sdo explicados geralmente pela melhor assimilacdo de
elementos nitrogenados pela planta, aumento do fosfato disponivel,
producdo de fitormbénios, e aumento na permeabilidade de raizes
(Sumner, 1990; Kloepper, 1994; Glick e Bashan, 1997; Chen et al.,
1996; Lazarovits e Nowak, 1997). Indiretamente, podem influenciar o
ambiente rizosférico, agindo como competidoras por nichos ecolégicos
e nutrientes, impedindo ou prevenindo o efeito deletério de organismos
fitopatogénicos ou ndo, além de atuar na inducdo de resisténcia
sistémica (Weller, 1988; Wei et al.,, 1996; Glick, 1995; Beauchamp,
1993; Thomashow e Weller, 1988).

Véarios pesquisadores ja relataram ter isolado estirpes de

Bacillus, Azotobacter, Azospirillum e Pseudomonas produtoras de
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substancias analogas a fitormonios como auxinas e giberelinas in vitro

(Burr et al., 1984; Beauchamp, 1993; Yoshikawa et al., 1993).

Segundo Yoshikama et al. (1993), algumas PGPR tém a
habilidade de secretar acidos organicos tais como acidos succinico e
lactico e esses podem aumentar o crescimento da planta quando sua

concentracdo na rizosfera € apropriada.

Algumas espécies do género Bacillus tem sido relatadas como
promotoras de crescimento em plantas (Ryu et al., 2004,
Egamberdiyeva e Ho6flich, 2004; Timmusk et al., 1999; Chanway et al.,
2000) sendo relatado que rizobactérias podem agir simultaneamente na
promocao de crescimento e no biocontrole de doencas (Chen et al.,

1996).

Por ser este isolado de B. cereus sabidamente indutor de
resisténcia em plantas de tomateiro (Silva et al.,, 2004), faz-se
necessario avaliar se o isolado é capaz de promover o crescimento de
plantas de tomateiro de forma direta. Portanto, este trabalho objetivou
testar um isolado de B. cereus quanto a sua acdo como PGPR em

plantas de tomateiro, no que tange a promocao de crescimento.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo e seu cultivo

Utilizou-se para a conducdo dos ensaios um isolado de Bacillus
cereus, obtido de rizosfera de plantas sadias de tomateiro em plantio
comercial no municipio de S&do Geraldo (MG) e previamente
selecionado como indutor de resisténcia contra diversos patégenos

gue incitam doencas em plantas de tomateiro (Silva, 2002).

Bacillus cereus foi cultivado em meio 523 (Kado e Heskett,
1970) e preservado em solo esterilizado (Lelliott e Stead, 1987), 4gua
estéril (Fahy e Persley, 1983), freezer -80°C (Romeiro, 2001) e por
repicagens quadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly et al., 1970), sendo os

tubos mantidos sob refrigeragdo a -4°C (Williams e Wellington, 1982).

Microbiolizacdo de sementes

Propagulos de Bacillus cereus foram usados para microbiolizar
sementes de tomateiro, cultivar Santa Clara. Apos obtencdo de uma
suspensdo homogénea de células pela adicdo de agua destilada estéril
a tubos contendo o isolado tal suspensdo foi calibrada em
espectrofotometro para ODss = 0,5 e as sementes imersas nesta
suspensdo por 24 horas sob agitacdo. O controle consistiu de sementes

imersas em agua.

Bioensaios in vitro

Acido indol acético - AIA

Para a deteccdo de AIA utilizou-se o método de Bric et al.

(1991) com algumas adaptacdes. O antagonista foi transferido por
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repicagem em pontos equidistantes, para placas de Petri contendo
meio TSA (triptic soy agar) enriquecido com 5mM de L-triptofano
(1,021g/L). O meio contido nas placas foi coberto por uma membrana
de nitrocelulose e as placas incubadas a 28°C por 24 horas. Apds o
periodo de incubacdo, o meio foi saturado com solucdo de Salkowski
(Gordon e Weber, 1951) e as placas novamente incubadas a
temperatura ambiente por até 2 horas, observando-se a formacdo de

halos avermelhados na membrana.

Sintese de etileno

Para avaliar a capacidade do isolado em produzir etileno,
utilizou-se o método descrito por Taiz e Zeiger (2004). Em frascos
tipo penicilina contendo meio 523 sdélido o antagonista foi repicado
fazendo-se uma estria sobre o meio com a alca de platina reta e
posterior fechamento hermético dos frascos. Apds incubagdo a 28°C
por 24 horas, uma aliquota de 1 mL do ar contido dentro dos frascos
foi injetada em cromatégrafo de fase gasosa, para a avaliacdo do teor

de etileno contido na amostra.

Bioensaios in vivo

A avaliagdo do teor de etileno em plantas de tomateiro foi
realizada ap6s cultivo de plantas por 40 dias em mistura estéril 3:1:1
de solo, areia e esterco, utilizando-se um cromatégrafo de fase

gasosa.

Apb6s o cultivo das plantas por 40 dias em casa de vegetacao,
discos de folhas de tomateiro foram retirados e transferidos para
frascos tipo penicilina, que foram lacrados e incubados a temperatura

ambiente por 30 minutos e 1 hora para volatilizacdo do horménio. Apés
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0s periodos de incubacdo, uma aliqguota de 1 mL do ar contido nos
frascos foi injetada em cromatografo de fase gasosa para avaliar se
plantas advindas de sementes tratadas com a rizobactéria teriam seu

teor de etileno aumentado, em relagédo ao tratamento controle.

Solubilizacdo de fosfato

Utilizou-se a metodologia de Sylvester-Bradley et al. (Castric e
Castric, 1982) com algumas modificacbes. Partindo-se de -cultivo
bacteriano com 24 horas de crescimento, repicou-se o isolado para
placas de Petri contendo meio de cultivo acrescido de CaHPO,4, sendo
estas incubadas a 28°C por, até, 7 dias. A avaliacdo das placas
consistiu da observacédo, a cada 24 horas, do aparecimento de um halo

claro ao redor das colbnias, caracteristico da solubilizacdo de fosfato.

Bioensaio de promoc¢do de crescimento

Para a avaliagcdo de promocédo de crescimento foram utilizadas
plantas de tomateiro advindas de sementes microbiolizadas e
cultivadas em casa de vegetacdo por até 90 dias, em vasos plasticos

contendo mistura estéril 3:1:1 de solo, areia e esterco.

Plantas de tomateiro com 30 dias de idade, cultivadas em
bandejas de isopor contendo substrato PlantMax série prata foram
utilizadas para a realizacdo do ensaio de campo, conduzido no Sitio
Criciima, municipio de Vicosa (MG) e sob cultivo protegido, na
Embrapa Roraima (CNPAF), num periodo de 90 dias (setembro a
novembro de 2003) ap6s o transplantio, avaliando-se a produtividade
final da cultura considerando parametros de peso e nimero de frutos

ao final do ciclo.
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Em Boa Vista, o ensaio foi montado sob a forma de 2 fileiras
simples, sendo 1 fila de plantas microbiolizadas e 1 fila do tratamento

controle, contendo 20 plantas cada fileira.

Os dados foram analisados utilizando-se o teste t a 5% de
significancia.

Em Vigosa o ensaio foi montado no delineamento experimental
de blocos casualizados, com 4 blocos e 4 plantas por repeticdo, sendo

os blocos constituidos de 5 diferentes tratamentos (Quadro 1) e os

resultados analisados pelo teste Tukey a 5% de significancia.

As avaliacOes em casa de vegetacao consistiram de medicbes da
altura de plantas, contagem do nimero de folhas e pesos das matérias
fresca e seca de plantas, em trés intervalos distintos, a saber: 30, 60 e
90 dias apdés o semeio. Ao final de 90 dias de idade também foram
avaliados o numero de frutos e flores e o peso dos frutos, sendo os

dados analisados aplicando-se o teste t a 5%.

Quadro 1 - Tratamentos empregados no experimento de promoc¢do de crescimento
em plantas de tomateiro por um isolado de Bacillus cereus.

TRATAMENTO DESCRICAO
Tratamento M Microbiolizagdo de sementes com Bacillus cereus
Tratamento P Pulverizacdo de B. cereus em tomateiro no campo, a cada 7 dias
Tratamento MP Microbiolizacéo e pulverizacdo de B. cereus em tomateiro
Tratamento T Microbiolizagdo de sementes com agua
Tratamento F Pulverizacdo com Chlorotalonil a 2g/L i. a. no campo, a cada 7
dias
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado em estudo demonstrou a capacidade de produzir
etileno tanto em avaliagdes in vivo quanto in vitro (Figuras 1 e 2) e
auxina que, em determinadas concentracbes podem afetar de forma
negativa a resposta de plantas ao crescimento. Estes dois fitormonios
provocam respostas semelhantes na planta, como por exemplo, a

inibicdo do alongamento de caules (Taiz e Zeiger, 2004).

Como o isolado mostrou-se produtor de etileno e auxina além de
saber-se a auxina uma promotora da sintese de etileno, pode-se supor
gue os niveis deste horménio estejam elevados em plantas advindas do
tratamento com Bacillus cereus, levando-se a hipotetizar possiveis
efeitos deletérios ao desenvolvimento da planta. Observacbes do
sistema radicular de plantas de tomateiro, quando cultivadas em casa
de vegetacdo, mostravam raizes com menor comprimento e aumento
no numero de pélos radiculares, caracteristico da acdo de etileno em

plantas (dados ndo mostrados).

Etileno 5 A
(microL/Kg h) 1
3.7
2.5 B
125
0
T Bc

Tratamentos
Figura 1. Avaliacdo da concentracdo de etileno em folhas de tomateiro advindas de

sementes microbiolizadas com suspensdo de Bacillus cereus (Bc) quando
comparadas ao controle (T) apos o cultivo em casa de vegetacgdo por 40 dias.
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135
9 r
45
0
T Bc

Tratamentos
Figura 2. Avaliacdo da concentracdo de etileno em frascos penicilina contendo

Bacillus cereus (Bc) crescido em meio padrdo por 24 horas, quando comparado ao
controle (T).

Por outro lado, a sintese de etileno esta também relacionada a
microrganismos indutores de resisténcia sistémica (Ping e Boland,
2004; Ryu et al., 2004) ativando diversos genes de defesa na planta

quando aliado ao acido jasmoénico (Taiz e Zeiger, 2004; Ping e Boland,

2004).

Varios microrganismos tém a capacidade de produzir substancias
tipo horménios (Tien et al., 1979; Hadas e Okon, 1987). O aumento dos
niveis de etileno é relatado em plantas expostas a Escherichia coli
(Migula, 1895) Castellani e Chalmers, 1919 (Taiz e Zeiger, 2004),
Pseudomonas putida (Trevisan, 1889) Migula, 1895 (Oliveira et al.,
2003), Bacillus sp. (Ryu et al.,, 2004; Ping e Boland, 2004), inclusive
relacionando esta atividade como caracteristica de microrganismos
indutores de resisténcia sistémica, através da ativacdo de mecanismos
pré-existentes em plantas. Segundo Sneath et al. (1984) poucas
espécies de Bacillus sdo capazes de aumentar o nivel de etileno em
plantas, o que pode ser verificado por este isolado de Bacillus cereus,
gue foi também capaz de produzir acido indol acético, em ensaios

realizados in vitro, concordando com relatos na literatura (Noel et al.,

2001; Lindow et al., 1998). Hormdnios desta natureza estéo
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intimamente relacionados na elongacdo e diferenciacdo celular,
emissao de raizes, florescimento e amadurecimento de frutos, podendo
estimular o crescimento de plantas (Buchenauer, 1998; Cattelan e
Hartel, 2000; Gutierrez-Mafero et al.,, 2001; Lazarovits e Nowak,

1997).

Lazarovitz e Nowak (1997) sugerem que uma PGPR ndo pode,
sem estar associada a uma planta, produzir qualquer fitormdénio. Porém
Selvadurai et al. (1991) relataram a sintese de indol-3-etanol por
Bacillus cereus, substancia esta que serve como uma forma de estoque

de AIA, podendo ser convertida a fitormonio ativo.

A capacidade de rizobactérias em influenciar a disponibilidade de
fostato por secretar fosfatases para a mineralizacdo de fosforo
organico, ou pela liberacdo de acidos organicos para a solubilizacdo de
fosfatos inorganicos tem sido relatada (Rodriguez e Fraga, 1999,
Lazarovits e Nowak, 1997), incluindo-se os géneros Pseudomonas,
Bacillus e Rhizobium como principais, e outras como Burkholderia,
Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium e Erwinia (Oliveira et al., 2003), capacidade esta

demonstrada pelo isolado Bacillus cereus.

Bacillus cereus demonstrou em ensaios anteriores ser capaz de
induzir resisténcia frente a diferentes patégenos que incitam
enfermidades em tomateiro e também foi capaz de aumentar a
produtividade da cultura em condicdbes de campo, aliando-se
microbiolizacdo de sementes a tratamento quimico ou ndo, quando
comparado aos controles (Silva et al., 2004). No ensaio de campo
realizado em Vicosa, observou-se uma variacdo consideravel entre os
tratamentos no que diz respeito a forma de veiculagédo da rizobactéria,

porém estes ndo diferem estatisticamente entre si. Pode-se verificar
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um incremento na producéao de frutos sadios (Figuras 3, 4, 5) quando o
isolado foi utilizado para microbiolizacdo e posterior pulverizacio

aérea, em relacdo aos tratamentos de microbiolizacdo ou pulverizacao

sozinhos.
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Figura 3 — Niumero médio de frutos de tomateiro sob cultivo em campo (Vigosa -
MG), aos 120 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5%.
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Figura 4. Didametro médio de frutos de tomateiro sob cultivo em campo (Vicosa -
MG), aos 120 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5%.

Algumas hipéteses podem ser levantadas na tentativa de se
explicar este comportamento, como a competicdo na parte aérea das
plantas por espaco e nutrientes entre B. cereus e outros

microrganismos, inclusive fitopatogenos, aliados a ja sabida
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capacidade deste isolado em induzir resisténcia sistémica em

tomateiro.

Em ensaio realizado em Boa Vista (RO), o peso de frutos diferiu
do controle (Figura 6), demonstrando um aumento significativo na
produtividade da cultura. A diferenca de resposta entre a
produtividade em Vicosa e a de Boa Vista pode se relacionar a
montagem do experimento. Em Boa Vista (RO) o experimento foi
realizado sob cultivo protegido, utilizando-se de irrigacdo por
gotejamento, que favorece um microclima mais apto ao

desenvolvimento bacteriano.
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Figura 5. Peso médio de frutos de tomateiro sob cultivo em campo (Vigosa — MG),
aos 120 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Tukey a 5%.

O solo arenoso na é&rea utilizada para a montagem do
experimento em Boa Vista (RO) pode ter influenciado a colonizagéo
radicular pela rizobactéria pois, segundo Moreira e Siqueira (2002), o
status fisico-quimico influencia o microambiente e, conseqgiientemente,

0 comportamento de populacdes microbianas.
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Figura 6. Peso total de frutos de tomateiro sob cultivo em campo (Boa Vista — RO),
aos 120 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Tukey a 5%.

Em casa de vegetacdo, a rizobactéria ndo foi capaz de promover
0 crescimento de plantas, em conformidade com avaliagdes feitas por
Silva (2002) para o mesmo isolado. Plantas advindas de sementes
tratadas com Bacillus cereus ndo diferiram estatisticamente do
controle ndo se verificando incremento nos parametros analisados

(Figuras 7 a 14) a excecdo da altura de plantas aos 90 dias.

Em geral os resultados demonstraram que a rizobactéria ndo age
na promocdo de crescimento de plantas de tomateiro, porém verifica-
se um potencial para favorecer o aumento da produtividade na cultura.
Faz-se necesséaria uma avaliagdo mais criteriosa em relacdo a forma de
liberacdo da rizobactéria no campo possibilitando um microambiente
gque favoreca a atuacdo do microrganismo, além de estudos de
formulac¢des que possibilitem uma melhoria na performance do mesmo,
levando a um equilibrio de todo o sistema, possibilitando assim a
maxima expressdao do potencial deste isolado de B. cereus como
indutor de resisténcia, o que levard a uma maior produtividade na

cultura.
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Figura 7. Peso médio de frutos de tomateiro sob cultivo em casa de vegetacdo, aos
90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem entre si pelo teste t
a 5%.
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Figura 8. Nimero médio de frutos de tomateiro sob cultivo em casa de vegetacao,
aos 90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste t a 5%.
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Figura 9. Numero médio de flores em plantas de tomateiro sob cultivo em casa de
vegetacdo, aos 90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste t a 5%.
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Figura 10. Altura de plantas de tomateiro sob cultivo em casa de vegetacdo, aos 90
dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste t a
5%.
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Figura 11. Ndmero de folhas em plantas de tomateiro sob cultivo em casa de
vegetacdo, aos 90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem
entre si pelo teste t a 5%.
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Figura 12. Area foliar de plantas de tomateiro sob cultivo em casa de vegetacéo, aos
90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem entre si pelo teste t
a 5%.
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Figura 13. Peso da matéria seca de folhas e raizes de plantas de tomateiro sob
cultivo em casa de vegetacdo, aos 90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5%.
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Figura 14. Peso da matéria fresca de folhas e raizes de plantas de tomateiro sob
cultivo em casa de vegetacdo, aos 90 dias de idade. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste t a 5%.
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AVALIACAO DA VIDA DE PRATELEIRA DE UMA FORMULACAO
PROPOSTA PARA UM ISOLADO DE Bacillus cereus, SELECIONADO
COMO AGENTE DE BIOCONTROLE DE ENFERMIDADES DO
TOMATEIRO

RESUMO

Com vistas a obtencdo de uma formulacdo capaz de manter a
efetividade de acdo de um isolado de Bacillus cereus, avaliou-se o
potencial de uma formulacédo proposta (Garcia, 2004) contendo solucéao
de Hoagland como fonte de micronutrientes (substrato de
crescimento), extrato aquoso de propagulos de Saccharomyces
cerevisiae (indutor de resisténcia), goma xantana (espessante, indutor
de resisténcia), Tween 80 (adjuvante de estabelecimento), sacarose
como fonte de carbono (substrato de crescimento) e agua (veiculo),
utilizando-se como secantes fubd, celulose ou silica texturizada. Péde-
se observar que, dos trés secantes avaliados, a sobrevivéncia de
células foi maior quando se utilizou fuba como secante. Silica
texturizada e celulose comportaram-se, pela ordem, menos favoraveis
a manutencéo da viabilidade de células do isolado. Porém, nenhum dos
tratamentos foi eficiente em aumentar a sobrevivéncia do isolado,

guando comparados aos controles.
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EVALUATION OF THE SHELF LIFE OF A FORMULATION PROPOSED
FOR A Bacillus cereus ISOLATE SELECTED AS AN AGENT OF
BIOLOGICAL CONTROL OF TOMATO PLANT DISEASES

ABSTRACT

Aiming at the obtention of a formulation able to keep the
effectivity of action of an isolate of Bacillus cereus, the potential of a
proposed formulation (Garcia, 2004) was evaluated, containing
Hoagland solution as source of micro nutrients (growth substrate),
aqueos extract of propagules of Saccharomyces cerevisae (inducer of
resistance), xanthanne gum (thickener, inducer of resistance), Tween
80 (establishment adjuvant), sucrose as source of carbon (growth
substrate) and water (carrier), using as dryers maize flour, cellulose or
texturized silica. From the three dryers evaluated, it was observed
that the survival of the cells was greater when maize flour was used as
dryer. Texturized silica and cellulose, in this order, were less
favorable to the viability maintenance of the cells of the isolate. But
neither treatments were efficient to increase the survival of the

isolate, when compared to the controls.
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INTRODUCAO

No atual contexto mundial, onde a competitividade industrial é
crescente, a aplicagdo de principios, métodos, instrumentos ou
processos elaborados a partir da pesquisa cientifica para desenvolver
e aperfeicoar produtos € essencial para qualquer pais.

A partir da década de 60, a utilizacdo de agrotéxicos no Brasil
aliado a um conjunto de tecnologias, impulsionou o setor agricola.
Atualmente os gastos com pesticidas movimentam por ano no mercado
mundial, valores superiores a US$ 30 bilhdes, sendo o Brasil o quinto
maior consumidor de agrotoxicos do mundo, com 250 ingredientes
ativos registrados para uso no pais (Moreira e Siqueira, 2002).
Contudo, problemas advindos do impacto destes produtos no ambiente,
0S riscos a saude humana e o desenvolvimento de resisténcia nos
microrganismos pela sua utilizacdo continuada, além dos gastos
financeiros, reforcam a busca por alternativas menos poluentes para o
controle de fitomoléstias.

Embora seja possivel a utilizacdo de formulacdes biolégicas no
controle de doencas de plantas, as metas de producdo, formulacéo e
liberacdo de agentes microbianos no ambiente demandam estudos e
validagcOes para sua correta implementacdo em larga escala. O estudo
de risco ambiental, a confiabilidade e conhecimento pelo agricultor, a
relacdo custo-beneficio para a producédo, uma melhor compreensao do
significado e modo de acdo das espécies antagbdnicas, os fatores que
influenciam sua atuacdo nas varias interacdes (antagonista-planta;
antagonista-patdégeno; antagonista-organismos ndo alvo) e o
desenvolvimento de tecnologias de veiculacdo destes organismos sao
pontos importantes no desenvolvimento de um biopesticida.

A utilizacdo de bactérias como organismos benéficos no

desenvolvimento de plantas ja é bastante conhecido, através do uso de
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inoculantes para leguminosas (Atlas e Bartha, 1946; Brock, 2003;
Valarini, 1998), na promocgéao do crescimento (Bashan, 1998; Cattelan e
Hartel, 2000; Chen et al., 1996; Gutierrez-Maiiero et al., 2001) e
inducéo de resisténcia em plantas (Cavalcanti et al., 2004; Silva et al.,
2004).

Desde o primeiro relato da utilizacdo de microrganismos com
vistas a melhoria no estado nutricional da planta (Nobbe, 1896) até os
dias atuais, o controle biologico tem evoluido muito, encontrando-se
na literatura varios relatos de formulacées veiculando diferentes
géneros de microrganismos sendo testadas com relativo sucesso.

Um grande numero de tipos de formulacdo, incluindo po,
granulos, p6 molhavel e liguidos tem sido usados para protecdo de
plantas (Stirling, 1991). Tem-se também considerado o uso de
encapsulacdo de agentes de controle biolégico em alginato de sédio
(Fravel et al., 1985).

E sabido que muitos materiais poliméricos sio utilizados para
desenvolver projetos de liberacdo controlada de drogas, devido sua
versatilidade que permite combinar varias propriedades (Andreopoulos
e Tarantili, 2001). A celulose modificada é um destes materiais, assim
como a goma Xxantana, um tipico representante da classe de
biopolimeros, um polissacarideo extracelular de alto peso molecular
produzido por bactérias do género Xanthomonas. Solu¢cbes com goma
xantana mostram muita estabilidade sob altas variacbes de
temperatura e pH e na presenca de varios tipos e quantidades de sais
(Kang e Pettit, 1993). Outros materiais tem sido pesquisados como
carreadores, como por exemplo, turfa, vermiculita, lignita, caolinita,
CaCOg3, carboximetilcelulose e outros (Moénne-Loccoz et al., 1998;

Suslow e Schroth, 1982).
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A vida de prateleira é uma caracteristica crucial para a
viabilidade de uma formulagdo. Segundo Bashan (1998) e Medugno
(1995) uma formulacdo com vida de prateleira inferior a 18 meses é
critica para a industrializacéo.

As caracteristicas de formulacfes utilizadas para liberacdo de
inoculantes bacterianos podem influenciar sua performance na
rizosfera (Trevors et al., 1992; Vidhyasekaran, 1995; Russo et al.,
1996) e sua eficacia esta intimamente relacionada a manutencao de sua
populacdo. Uma correta formulacdo pode promover efetivo controle de
doencas, resultando em rendimentos similares e até superiores aos
obtidos quando se utiliza o controle quimico (Vidhyasekaran, 1995;
Moénne-Loccoz et al., 1998).

Para ser efetivo como um produto comercial, formulacées de
microrganismos devem ter uma meia-vida média que justifique sua
formulacgéo, fazendo com que esta possa ser armazenada em ambientes
diversos. Os produtos mais aceitos sdo aqueles produzidos a partir de
bactérias formadoras de endosporos e fungos que produzem
clamidésporos e o00sporos de parede espessa (Stirling, 1991).
Membros do género Bacillus formam endésporos resistentes sob
condi¢des de estresse, incluindo altas temperaturas, baixa umidade e
limitacdo de nutrientes.

Com base nas consideragcdes expostas acima, este ensaio
objetivou avaliar a capacidade de manutencdo da viabilidade celular de
um isolado de Bacillus cereus, agente de inducdo de resisténcia contra
diversos patdgenos que incitam doencas em plantas de tomateiro (Silva
et al., 2004), veiculado por uma formulacédo proposta (Garcia, 2004),
com vistas a obtencdo de um produto passivel de ser utilizado na
cultura do tomateiro e que possa manter a efetividade de acdo deste

microrganismo no controle de doencas das plantas.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo e seu cultivo

Utilizou-se para a conducdo dos ensaios um isolado de Bacillus
cereus, obtido de rizosfera de plantas sadias de tomateiro em plantio
comercial no municipio de Sdo Geraldo (MG) e selecionado como
indutor de resisténcia contra diversos patégenos que incitam doencas

em plantas de tomateiro (Silva, 2002).

Bacillus cereus foi cultivado em meio 523 (Kado e Heskett,
1970) e preservado em solo esterilizado (Lelliott e Stead, 1987), 4gua
estéril (Fahy e Persley, 1983), freezer -80°C (Romeiro, 2001) e por
repicagens quadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly et al., 1970), sendo os

tubos mantidos sob refrigeracéo a -4°C (Williams e Wellington, 1982).

Teste de uma formulacdo quanto a vida de prateleira

Utilizou-se para o preparo da formulacdo o0s seguintes
constituintes: solugcdo de Hoagland como fonte de micronutrientes
(substrato de crescimento), extrato aquoso de propagulos de
Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen 1883 (indutor de
resisténcia), goma xantana (espessante, indutor de resisténcia), Tween
80 (adjuvante de estabelecimento), sacarose como fonte de carbono

(substrato de crescimento) e agua (veiculo) (Garcia, 2004).

Para a obtencdo da formulacdo veiculando Bacillus cereus, os
constituintes utilizados foram ajustados com as seguintes
concentracdes finais: solucdo de Hoagland (1/10), Saccharomyces
cerevisiae (1%), goma xantana (0,01%), Tween 80 (0,1%) e sacarose

(0,1%).

80



A adicdo da formulacdo a placas de Petri contendo células de
Bacillus cereus com 24 horas de crescimento em meio 523 s6lido deu
origem a uma suspensdo de células do isolado que foi calibrada em
espectrofotometro (ODs40) para uma concentracédo final, na formulacao,
de 10® UFC/mL. Aliquotas de 250 nL da suspensdo obtida foram
distribuidas em frascos tipo penicilina, previamente esterilizados a
seco (120°C por 4 dias), contendo os seguintes presumidos agentes
secantes: fuba (0,75g), celulose (0,59) e silica texturizada (0,3Q).
Decorrido o tempo de esterilizacdo os frascos foram lacrados e
mantidos em dessecador. O ensaio compds-se de trés repeticdes para
cada secante, sendo que células de B. cereus ressuspendidas em agua
foram usadas como controle. As avaliagdes consistiram de diluicdo
serial (fator 10) e contagem em placas de Petri do nimero de UFC/mL,

aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias apds a montagem do ensaio.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho pode-se observar que, dos trés secantes
avaliados, a sobrevivéncia de células foi maior quando se utilizou fuba
como secante. Silica texturizada e celulose comportaram-se, pela
ordem, menos favoraveis a manutencdo da viabilidade de células do
isolado, ndo se observando entretanto diferenca significativa entre os

tratamentos e o tratamento controle (Figuras 1, 2, e 3).

LOg]_O UFC/mL 5

45 AN
4
35
3 ‘ ‘ \.\'
0 60 0 120 150

AvaliacOes (dias)

Figura 1 - Curva de sobrevivéncia do antagonista Bacillus cereus, veiculado na
formulacdo proposta (?) e em &gua (| ), com adicdo de fuba como secante, em um
periodo de 150 dias.
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Figura 2 - Curva de sobrevivéncia do antagonista Bacillus cereus, veiculado na
formulacdo proposta (?) e em agua (] ), tendo celulose como agente secante, em um
periodo de 150 dias.

82



Log]_oU FC/mL 4.8

4.4
4
N— .
36 bl \%
3.2 T T T 1
30 60 %0 120 150

Avaliacoes (dias)

Figura 3 - Curva de sobrevivéncia do antagonista Bacillus cereus, veiculado na
formulagdo proposta (? ) e em agua (] ), com adicdo de silica texturizada como
secante, em um periodo de 150 dias.

Varios fatores podem ter contribuido para o insucesso ha
manutencdo da viabilidade de Bacillus cereus na formulacdo proposta.
Pode-se citar a possivel aderéncia de células aos secantes e
diminuicdo no numero de células viaveis, alteragcdes na concentracao
de oxigénio, nivel de nutriente, temperatura de armazenamento, pH,

dentre outros.

Foldes et al. (2000) conseguiu aumentar o numero e a
capacidade de esporulacdo de uma espécie de Bacillus, utilizando-se
de uma combinacdo de técnicas pelo uso de um meio enriquecido e

tratamento térmico.

O uso de adjuvantes em uma formulacdo pode auxiliar na
melhoria de sua eficiéncia e na protecdo do antagonista, como fonte
nutricional auxiliando seu estabelecimento, como espalhantes, agentes
molhantes, supressores de espuma e solubilizantes (Medugno, 1995;

Connick et al., 1990; Chiou e Wu, 2003).

Moénne-Loccoz et al. (1998), estudando os efeitos de
preparacdo de inéculo e formulacdo na sobrevivéncia e eficacia do
biocontrole de um strain de Pseudomonas preparado em uma mistura

de vermiculita e EBTM (material consi stido principal nente de
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argila e particulas de madeira) para peletizacdo de sementes de
beterraba observaram uma reducdo no numero de células viaveis.
Porém, quando nutrientes foram adicionados a mistura e reduzidas as
condi¢cdes de secagem, a sobrevivéncia aumentou, apesar do declinio

no tamanho da populacdo na semente durante o armazenamento.

Para os propdésitos praticos de uso de bactérias na agricultura,
deve-se frisar que o género Bacillus apresenta certas vantagens em
relacdo a outros géneros, principalmente em relacdo a producdo de
inoculantes. Dentre estas vantagens, pode-se citar a resisténcia a
dessecacdo, a formacdo de endésporos de resisténcia, a maior
capacidade de sobrevivéncia quando formuladas com polimeros e

inertes diversos, entre outras (Melo e Azevedo, 1998).

Estudos e validacbes a respeito de fatores relacionados a
manutencdo da viabilidade celular e efetividade de acdo do
microrganismo, a adicdo de adjuvantes, secantes, carreadores e
nutrientes apropriados, a possibilidade de encapsulacdo de células, um
maior controle de fatores culturais e o tipo de formulagdo provendo
equilibrio e eficacia ao processo, devem ser pesquisadas a fim de
obter-se uma formulacdo passivel de utilizacdo e a possibilidade de

uma correta implementacdo em larga escala.
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SISTEMICIDADE DE RESPOSTA INDUZIDA POR UM ISOLADO DE
Bacillus cereus EM PLANTAS DE TOMATEIRO (Lycopersicum
esculentum Mill.) E FORMA DE DISPENSA DA RIZOBACTERIA NA
PLANTA

RESUMO

Foi conduzido um experimento em casa de vegetacdo com o
intuito de se verificar a capacidade de Bacillus cereus em induzir
resisténcia sistémica em plantas de tomateiro, quando desafiadas com
Pseudomonas syringae pv. tomato. Plantas foram previamente
pulverizadas com B. cereus no terco superior ou inferior da parte
aérea das plantas com posterior arranquio das folhas pulverizadas,
procedendo-se a inoculacdo com o referido patégeno. O ensaio revelou
uma diminuicdo significativa da incidéncia da doenga em plantas
tratadas com B. cereus confirmando a sistemicidade da resposta tanto
gquando a pulverizacdo se deu na parte inferior quanto na parte
superior da parte aérea das plantas. Um ensaio de campo avaliando
capacidade do isolado em proteger plantas de tomateiro contra
requeima (Phytophthora infestans) e se a forma de dispensa da
rizobactéria na planta poderia influenciar a performance do isolado,
ndo obteve controle da epidemia, mesmo quando se avaliou a atuacgao
do isolado sob diferentes formas de aplicacdo na planta. Observou-se,
contudo uma menor severidade da doenca nos tratamentos em que se
utilizou a microbiolizacdo sozinha ou quando em combinacdo com a
pulverizagdo da rizobactéria no filoplano de tomateiro quando
comparados ao tratamento controle. Porém, quando se utilizou a
rizobactéria via pulverizacdo da parte aérea, observa-se um aumento

da epidemia em relacdo aos demais tratamentos.
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SYSTEMICITY OF INDUCED RESPONSE BY AN ISOLATE OF Bacillus
cereus IN TOMATO PLANTS (Lycopersicon esculentum Mill.) AND
APPLICATON FORM OF THE RHIZOBACTERIA ON THE PLANT

ABSTRACT

An experiment was carried out in greenhouse to verify the
ability of Bacillus cereus to induce systemic resitance in tomato plants
when challenged with Pseudomonas syringae pv. tomato. The plants
were previously sprayed with the isolate of Bacillus cereus at the third
lower or upper section of the aerial parts of plants followed by the
remotion of the sprayed leaves and then inoculating the pathogen. The
essay showed a significant decrease of the incidence of a disease in
plants treated with B. cereus confirming the response systemicity both
when the spraying was made at the lower and at the upper section of
the aerial parts of the plants. A field essay to evaluate the ability of
the isolate to protect the tomato plant against late blight (Phythophtora
infestans) and wether the application form of the rhizobacteria on the
plant could influence the performance of the isolate did not control the
epidemy, even when the action of the isolate was evaluated under
various forms of application on the plant. It was observed, however, a
decrease in the gravity of the disease in the treatments using the
microbiolization alone of when combined with the spraying of the
rhizobacteria on the leaves of tomato plants when compared to the
control. Nevertheless when the rhizobacteria were used by the
spraying of the aerial part, there was an increase of the epidemy in

relation to the other treatment.

90



INTRODUCAO

A inducdo de resisténcia em plantas a patégenos tem sido
reportada, segundo Ramammoorthy et al. (2001), desde a década de
30, sendo definida como uma aumentada capacidade defensiva de
plantas contra um amplo espectro de patdégenos, adquirida apés

estimulo apropriado.

Segundo Van Loon et al. (1998), a inducdo de resisténcia
sistémica por rizobactéria é referida como ISR, enquanto que para
outras espécies é chamada SAR (resisténcia sistémica adquirida).
Ambas ativam mecanismos de resisténcia latentes na planta, expressos

apos exposicdo da planta ao patégeno (Van Loon, 1997).

Rizobactérias sdo bactérias saproéfitas que vivem na rizosfera das
plantas e sdo capazes de colonizar o sistema radicular agindo como
promotoras do crescimento de plantas e no biocontrole de doencas
(Chen et al., 1996, Liu et al., 1995), além de induzirem resisténcia a
uma ampla gama de patégenos (Wei et al.,, 1991, Alstrom, 1991,
Maurhofer et al.,, 1994, Wei et al.,, 1996). Sua utilizacdo demonstra
vantagem frente ao controle bioldgico classico, cuja protecdo se da
sobre poucos patogenos, além de poder atuar indiretamente na
promocao de crescimento de plantas, alcancada pela maior sanidade da
cultura devido ao aumento na capacidade defensiva desenvolvida pela

planta.

A resisténcia induzida em plantas através de agentes bidticos ou
abioticos mostra-se dependente de um intervalo de tempo entre o
tratamento com o0 agente indutor e a subsequente inoculacdo do
patégeno, a auséncia de efeitos toxicos sobre o organismo desafiante

(patégeno) e a auséncia de especificidade de protecdo, sendo estes
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alguns dos critérios estabelecidos por Steiner e Schonbeck (1995) para
se considerar um microrganismo como indutor de resisténcia em

plantas.

Varios pesquisadores tém relatado a capacidade de isolados de
Bacillus em induzirem resisténcia sistémica em plantas (Ryu et al.,
2004, Silva et al., 2004, Osburn et al., 1995), e, dentro do género, B.
cereus é relatado como indutor de resisténcia em plantas de tomateiro
contra diferentes patégenos foliares da cultura (Silva et al., 2004,

Vieira Junior et al., 2005b).

Silva (2002) trabalhando com Bacillus cereus demonstrou que
este isolado foi capaz de induzir resisténcia sistémica em plantas de
tomateiro com aumentada atividade de peroxidase e lipoxigenases nos
extratos foliares destas plantas e, em experimento de campo, o autor

comprovou a inespecificidade de protecéo.

O objetivo deste trabalho foi comprovar a atividade de inducéo
de resisténcia por um isolado de Bacillus cereus, previamente
selecionado como indutor de resisténcia a doencas do tomateiro,
utilizando-se como base os principios de Steiner & Schénbeck (1995).
Experimentos foram realizados para avaliar a capacidade de B. cereus
em induzir resisténcia a Pseudomonas syringae pv. tomato, em um
bioensaio em casa de vegetacdo e a Phytophthora infestans em
condicOes de campo e a avaliacdo da resposta na planta em funcédo da

forma de dispensa da rizobactéria.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismos e seu cultivo

Utilizou-se para a conducdo dos ensaios um isolado de Bacillus
cereus, obtido de rizosfera de plantas sadias de tomateiro em plantio
comercial no municipio de Sdo Geraldo (MG) e selecionado como
indutor de resisténcia contra diversos patégenos que incitam doencas
em plantas de tomateiro (Silva, 2002) e um isolado de Pseudomonas
syringae pv. tomato da colecdo do Laboratério de Bacteriologia de
Plantas do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de

Vicgosa.

Os dois isolados bacterianos foram cultivados em meio 523
(Kado e Heskett, 1970) e preservados em solo esterilizado (Lelliott e
Stead, 1987), agua estéril (Fahy e Persley, 1983), freezer -80°C
(Romeiro, 2001) e por repicagens quadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly
et al., 1970), sendo os tubos mantidos sob refrigeracdo a -4°C

(Williams e Wellington, 1982).

Bioensaio em casa de vegetacao

Plantas de tomateiro advindas de sementes ndo microbiolizadas
foram cultivadas em casa de vegetacdo por 40 dias, em vasos
contendo mistura estéril 3:1:1 de solo, areia, esterco. Avaliou-se a
sistemicidade de resposta quando plantas eram expostas a suspensao
bacteriana e posteriormente desafiadas com Pseudomonas syringae
pv. tomato. Para tal, partes aéreas de plantas de tomateiro foram
espacialmente divididas em duas (terco superior e terco inferior)
procedendo-se a pulverizacdo, com suspensdo de células de Bacillus

cereus (ODs40 = 1,0), em um total de dez repeticbes por tratamento.
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Apbs 4 dias os foliolos pulverizados foram retirados procedendo-se a
inoculacdo com o patégeno desafiante (ODs4 = 0,2). Os tratamentos

foram montados conforme sumarizado no quadro 1.

A avaliacdo foi feita pela contagem de lesdes por foliolo,
determinando-se o numero meédio de lesdes por foliolo e aplicado o
teste Tukey ao nivel de significancia de 5%, para comparacdo de

médias.

Quadro 1 - Tratamentos empregados em bioensaio para avaliacdo da sistemicidade
de resposta de plantas de tomateiro quando desfiadas com Pseudomonas syringae
pv. tomato.

TRATAMENTO DESCRICAO

Pulverizacdo com B. cereus no terco superior e inoculagédo do
Tratamento 1 ) )
patogeno no terco inferior

Pulverizacdo com agua no terco superior e inoculagcdo do
Tratamento 2 ) )
patégeno no terco inferior

Pulverizacdo com B. cereus no terco inferior e inoculagédo do
Tratamento 3 .
patoégeno no tergo superior

Pulverizacdo com &gua no terco inferior e inoculagdo do
Tratamento 4 )
patogeno no tercgo superior

Ensaio de campo

O experimento foi conduzido no Sitio Criciima, municipio de
Vigosa (MG), num periodo de 90 dias (setembro a novembro de 2003)

apos o transplantio, observando-se a ocorréncia natural de doencas.

Bacillus cereus foi usado para microbiolizar sementes de
tomateiro, cultivar Santa Clara. Apds obtencdo de uma suspensao
homogénea de células pela adicdo de agua destilada estéril a tubos

contendo o0 antagonista, tal suspensdo foi ajustada em
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espectrofotbmetro (ODs4o = 0,5) e as sementes imersas nesta
suspensao por 24 horas sob agitacdo. O controle consistiu de sementes

imersas em agua.

Plantas de tomateiro com 30 dias de idade, cultivadas em
bandejas de isopor contendo substrato PlantMax série prata foram
utilizadas para a realizacdo do ensaio de campo, montado no
delineamento experimental de blocos casualizados, com 4 blocos e 4

repeticoes.

A cada 7 dias avaliou-se a intensidade da doencga que incidiu
sobre a cultura. A severidade da requeima foi avaliada quantificando-
se a porcentagem de area foliar lesionada em toda a planta, através da
avaliacdo visual com treinamento prévio feito no programa Severity

Pro v. 1.0 (Nutter Jr., 1997).

Para avaliar se a forma de dispensa da rizobactéria teria
influéncia na resposta da planta, cada bloco constituiu-se de 5

tratamentos, sumarizados no quadro 2.

Quadro 2 - Tratamentos empregados em experimento para inducdo de resisténcia
sistémica em tomateiro por Bacillus cereus.

TRATAMENTO DESCRICAO
Tratamento M Microbiolizacdo de sementes com Bacillus cereus
Tratamento P Pulverizacdo de B. cereus em tomateiro a cada 7 dias.
Tratamento MP Microbiolizacédo e pulverizacdo de B. cereus em tomateiro.
Tratamento T Microbiolizagdo de sementes com agua
Tratamento F Pulverizacdo com Chlorotalonil a 2g/L i.a., a cada 7 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado de Bacillus cereus utilizado neste trabalho foi relatado
como indutor de resisténcia sisttmica em plantas de tomateiro, em
experimentos avaliando a severidade de Alternaria solani,
Phythophtora infestans e Septoria lycopersici em condi¢cdes de campo,
comprovando a reducdo na incidéncia de doencas e a multiplicidade de

resposta (Silva et al., 2004).

A avaliacdo do patossistema P. infestans-B. cereus em ensaio de
campo ndo mostrou a eficiéncia da rizobactéria em induzir resisténcia
sistémica em tomateiro, mesmo quando se avaliou a atuacdo do isolado
sob diferentes formas de aplicacdo na planta, ndo se obtendo controle

da epidemia (Tabela 1).

A agressividade do patégeno, a ineficiéncia na ativacdo dos
mecanismos de defesa induzidos pela rizobactéria contra P. infestans,
as variacoes de temperatura e umidade verificadas durante a condugéo
do experimento, a cultivar utilizada, o antagonismo exercido sobre a
rizobactéria por microrganismos habitantes do solo e a baixa
incidéncia da doenca no campo podem ser indicadas como possiveis
hip6teses para a ndo comprovacdo da capacidade de inducdo de
resisténcia pelo isolado. Também se pode sugerir que o nivel
populacional da rizobactéria, no momento da colonizacdo radicular
tenha sido insuficiente para a inducéo, pois, apesar de um dos critérios
formulados por Steiner e Schéenbeck (1995) relatar a auséncia de uma
correlacdo dose-resposta, Van Loon et al. (1998) afirmam que deve
existir um limite populacional minimo da rizobactéria, para que esta
possa ser efetiva em induzir a ativacdo de genes de resisténcia na

planta.
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Pieterse et al. (2004) sugerem que um reconhecimento
especifico entre a planta e a rizobactéria indutora de resisténcia é
requerido para a inducdo de ISR e que esta é geneticamente
determinada, existindo também relatos da ocorréncia de uma inducao
diferencial entre ecotipos de Arabdopsis por diferentes autores (Van

Wees et al., 1997, Ton et al., 1999).

Tabela 1 - Efeito de Bacillus cereus sob diferentes formas de aplicacdo no
progresso da requeima em plantas de tomateiro.

TRATAMENTOS SEVERIDADE
M - Microbiolizacdo de sementes com Bacillus cereus 14,00 BY
P - Pulverizacdo em tomateiro com B. cereus 18,85 AB
MP - Microbiolizacdo de sementes e pulverizacdo com B. 11,80 AB
T - Microbiolizagdo de sementes com agua 16,60 AB
F - Pulverizacdo em tomateiro com Chlorotalonil 8,820 A

@ Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia

Também segundo Steiner e Schdenbeck (1995), a inducdo de
resisténcia é determinada pelo genétipo da planta, pressupondo
significantes diferencas no nivel e tipo de resisténcia em diferentes

cultivares.

Vieira Junior et al. (2005) trabalhando com nove diferentes
cultivares de feijoeiro avaliando a capacidade de controle de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith, 1897) Vauterin, Hoste,
Kersters e Swings 1995 constataram que ndo se obteve éxito no
controle do patégeno no cultivar vermelhinho, enquanto todos os
outros cultivares resultaram em resposta positiva para controle do
patégeno, quando se utilizou um isolado putativamente indutor de

resisténcia sistémica na cultura.
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Avaliacédo realizada investigando a capacidade da rizobactéria em
inibir a germinacdo de esporangios de P. infestans em condicdes de
laboratério revelou a capacidade do isolado em controlar a liberacdo
de zolsporos (dados ndo mostrados), contrariamente ao encontrado

por Halfeld-Vieira (2002), para a mesma espécie.

Gilbert et al. (1990) relatam a capacidade de lise de zo6sporos
de Phythophtora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrot 1886 por um
isolado de B. cereus, correlacionando o fato de que a combinacédo do
aumento do pH, o sequestro de célcio e a liberacdo de ambnia tornam-

se altamente téxicos a estas estruturas.

O efeito inibitério sobre estruturas de P. infestans fere um dos
principios de Steiner e Schoéenbeck (1995), que relata a falta de
qualquer efeito toxico exercido pelo agente indutor sobre o patégeno
desafiante como uma das premissas basicas para se considerar uma

rizobactéria como indutora de resisténcia em plantas.

Van Loon et al. (1998) afirmam que a melhor evidéncia de ISR
induzida por PGPR é obtida quando a rizobactéria ndo antagoniza o
patégeno. Porém, quando a inibicdo ndo é observada em cultura, a
inibicdo do patégeno in vivo ndo pode ser excluida, pois as condicfes
ambientais diferem entre si. Partindo desta afirmativa, cabe aqui a
observacdo da falta de correlacdo entre estudos in vitro e in vivo
(Schroth e Hancock, 1981, Fravel, 1988), quando se comparam 0sS
resultados de inibicdo de germinacdo em condi¢cdes de laboratoério e a
pulverizacdo da rizobactéria no filoplano de tomateiro, que demonstrou
um efeito deletério do isolado sobre a resposta da planta ao patégeno,
verificado pelo aumento na severidade da doenca, quando comparado
aos demais tratamentos (Tabela 1). Ainda, em se tratando de um

microrganismo de dificil cultivo, que demanda controle sob diferentes
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parametros como, por exemplo, luminosidade, temperatura, fatores de
crescimento, pode-se pressupor a falta de controle rigido de tais
fatores como prejudicial ao pleno desenvolvimento do patégeno no
bioensaio.

No tocante as diferentes formas de dispensa da rizobactéria na
planta, vale ressaltar que tal avaliacdo visou o favorecimento da acgéo
da mesma em relacdo ao patégeno e a avaliacdo do real status do
isolado frente a inducdo de resisténcia sistémica, baseando-se nos
critérios propostos por Steiner e Schéenbeck (1995).

Pbdde-se observar uma menor severidade da doenca nos
tratamentos em que se utilizou a microbiolizacdo sozinha ou quando em
combinacdo com a pulverizacdo da rizobactéria no filoplano de
tomateiro, quando comparados ao controle. A avaliagcdo do tratamento
de pulverizacdo da rizobactéria no filoplano de tomateiro demonstrou
um efeito deletério do isolado na planta (Figura 1). Em todos os
tratamentos avaliados ndo se observou variagdo significativa quando

aplicado o teste Tukey a 5% de significancia.

Severidade &0
%
KON A
. ~
15
0 T T 1
44 51 58 65 72 79

Dias ap0s o plantio

—e&—Microbiolizagdo —@—Pulverizacdo —&—Microb.+Pulveriz. —B—Controle —&— Clorotalonil

Figura 1 - Curva de progresso da requeima (Phytophthora infestans) em tomateiros
provenientes de sementes microbiolizadas ou ndo e que receberam aplicacdes de solucdo de
clorotalonil ou suspenséo de células de Bacillus cereus.

A diminuicdo da severidade da doenca pela utilizacdo do

tratamento combinado (microbiolizacdo-pulverizacdo) pode ser devida
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a maior competicdo na parte aérea das plantas por espaco e nutrientes
entre B. cereus e outros microrganismos, inclusive fitopatégenos,
aliados a ja sabida capacidade deste isolado em induzir resisténcia
sistémica em plantas de tomateiro.

Combinacbes de microrganismos tem sido também um método
empregado visando o controle de doencgas, levando a um aumento no
nivel de protecdo na planta. Varios pesquisadores relatam a utilizacao
de espécies de Bacillus em combinacdo com outros microrganismos,
levando a um efeito sinergistico na supressao de doencas (Jetyianon et
al., 2003, Benhamou et al., 1998).

Experimento em casa de vegetagcdo para avaliacdio da
sistemicidade de resposta de plantas de tomateiro a Pseudomonas
syringae pv. tomato revelaram que a incidéncia da doenca em plantas
tratadas com B. cereus foi menor que no tratamento controle, tanto
guando o isolado foi pulverizado na parte superior quanto na parte
inferior da parte aérea de plantas de tomateiro (Figura 2), diferindo
dos controles pelo teste Tukey a 5% de significancia. Este resultado
corrobora o relato de Silva (2002) sobre a capacidade do isolado em
induzir resisténcia sistémica em plantas de tomateiro, sob condicbes

de casa de vegetacdo, quando confrontado com o referido patégeno

bacteriano.
N° delesdes 6
por foliolo B
4 I IB
A A
2 I I
0
1 2 3 4

Tratamentos

Figura 2 - Comparacgéao de diferentes tratamentos na sistemicidade de resposta de plantas de tomateiro
desafiadas com Pseudomonas syringae pv. tomato. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Vieira Junior et al. (2004), trabalhando com B. cereus, isolado de
filoplano de foliolos de tomateiro também demonstraram a
sistemicidade de resposta quando P. syringae pv. tomato era inoculada
em tomateiro, ap0s exposicdo prévia ao antagonista em diferentes
partes da planta.

Apesar da falta de comprovacdo da capacidade de inducdo de
resisténcia sistémica para um patdégeno em particular neste trabalho,
ndo se pode concluir pela ineficacia do isolado, levando-se em
consideracédo sua performance em trabalhos anteriores (Silva, 2002).

Segundo Bashan (1998) a resposta da atividade da rizobactéria
pode variar consideravelmente em funcéo da eficiéncia do isolamento
bacteriano, da espécie da planta, do tipo de solo, da densidade do
inoculante e das condicdes do ambiente, podendo estes fatores
dificultar sua performance.

Fazem-se necessarios estudos a respeito de fatores
relacionados a manutencado da viabilidade celular e efetividade de acao
do microrganismo no campo, a elaboracdo de uma formulacao
visando a manutencdo de um m croanbiente favoréavel ao
antagonista a fim de evitar seu declinio populacional, a adequacédo de
um apropriado sistema de liberacdo do organismo na natureza visando
uma maior adaptabilidade do organismo e a sustentabilidade do
ecossistema na manutencdo do equilibrio como um todo, alcancando-
se assim os beneficios advindos da aplicacdo de PGPR’s no manejo

integrado de doencas.
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SENSIBILIDADE in vitro DE UM ISOLADO DE Bacillus cereus A
SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS E DEFENSIVOS COMERCIAIS
UTILIZADOS NA CULTURA DO TOMATEIRO

RESUMO

Estudou-se a sensibilidade in vitro de um isolado de Bacillus
cereus a antibiéticos, com a finalidade de fornecer informacées para o
desenvolvimento de meios semi-seletivos auxiliando nos estudos de
dindmica populacional do isolado no meio ambiente e a compatibilidade
do isolado a defensivos agricolas utilizados na cultura do tomateiro,
visando a utilizacdo conjunta do tratamento quimico e bioldgico para o
controle de doencas de plantas. Os resultados demonstraram a
possibilidade de utilizacdo de determinadas substéancias
antimicrobianas na elaboracdo de meios semi-seletivos para B. cereus
e a ampla compatibilidade do isolado a diversos defensivos sejam eles
fungicidas, inseticidas ou herbicidas, podendo tal microrganismo ser
exposto aos diversos agrotéxicos, sendo possivel sua utilizacdo
conjunta dentro de um programa de manejo integrado de doencas para

a cultura do tomateiro.
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In vitro SENSIBILITY OF A Bacillus cereus ISOLATE TO
ANTIMICROBIAL SUBSTANCES AND COMMERCIAL PESTICIDES
USED ON THE TOMATO PLANT CROP

ABSTRACT

The in vitro sensibility of an isolate of Bacillus cereus to
antibiotics was studied in order to provide information for the
development of semiselective media to aid studies on the populational
dynamics of the isolate in the environment and the compatibility of the
isolate with agricultural pesticides used in tomato plant cultivation,
aiming at the combined use of chemical and biological treatments for
the control of diseases in plants. The results showed the probability of
using certain antimicrobial substances in the elaboration of semi
selective media for B. cereus and a broad compatibility of the isolate
with various pesticides, such as fungicides, insecticides or herbicides.
This microorganism can be exposed to various pesticides, enabling its
use together in an integrated management program for diseases of the

tomato plant cultivation.
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INTRODUCAO

A prética de utilizacdo de pesticidas para controle de pragas e
doencas na agricultura moderna levou o Brasil a ocupar o quarto maior
mercado mundial de agrotéxicos (Campanhola e Bettiol, 2003). A
despeito da lucratividade e abastecimento do mercado com alimentos
de alta qualidade, problemas advindos do uso indiscriminado destes
produtos tem levado a reflexos nocivos no ambiente (Campanhola e
Bettiol, 2003), problemas a salde humana (Roloff et al., 1992;
Pommery et al., 1993), toxidez a organismos ndao-alvo (Marchini et al.,
1988; Kasai et al., 1993; Melo e Azevedo, 1998; Gerhardson, 2002;
Brock, 2003; Campanhola e Bettiol, 2003) e o desenvolvimento de
resisténcia em fitopatégenos (Mcmanus et al., 2002; Melo et al., 2002;

Moreira e Siqueira, 2002).

Cerca de 200 doencas, de diversas causas e etiologias,
acometem a cultura do tomateiro, tornando-se o0 emprego de
defensivos quimicos na producdo em escala comercial, uma pratica
obrigatoria (Vale et al., 1992; Tigchelaar, 1993), pratica esta sempre
aliada a utilizacdo de resisténcia genética do hospedeiro e 0 manejo

cultural da planta (Emmert e Handelsman, 1999).

A utilizacdo de microrganismos como agentes de controle
biolégico vém sendo intensivamente estudada nas ultimas décadas,
visando seu emprego como estratégia dentro do manejo integrado de
doencas (Thomashow e Weller, 1988; Bettiol, 1991; Melo e Azevedo,
1998; Emmert e Handelsman, 1999; Sabaratnam e Traquiar, 2002;
Silva, 2002). Porém, o uso de microrganismos antagbnicos visando o
controle de patégenos tem deparado com obstaculos em sua
implementacdo devido a dificuldade em elucidar a complexidade dos

modos de acgdo destes microrganismos, o0 entendimento sobre a
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interacdo microbiota-solo e a maior dependéncia do antagonista em
relacdo ao ambiente (Gerhardson, 2002). Além disso, a exposicdo a
pesticidas e outras substancias toxicas utilizadas na agricultura
interferem nos diferentes niveis tréficos, afetando direta ou
indiretamente o estabelecimento, manutencao e efetividade de acéo de

microrganismos no controle de doencas de plantas.

A possibilidade de utilizagdo combinada de agentes de controle
biolégico e defensivos quimicos no controle de doencas de plantas vem
a ser uma importante alternativa no intuito de minimizar o uso de
agrotoxicos (Freitas e Carneiro, 2000; Embrapa, 2002; Silva, 2002) na
agricultura moderna levando a uma racionaliza¢do no uso das diversas
tecnologias disponiveis visando a obtencdo de um maior rendimento da

cultura.

Para avaliar a magnitude do potencial de compatibilidade entre
defensivos quimicos, agentes antimicrobianos e o0 antagonista
selecionado como agente de biocontrole de enfermidades do tomateiro,
bioensaios in vitro foram conduzidos, com o0 objetivo de uma futura
utilizacdo em um sistema de manejo integrado, além de poder auxiliar
na avaliacdo do impacto destes produtos sobre o crescimento e
colonizacdo de microrganismos no ambiente (Revellin et al., 1993;
Freitas e Carneiro, 2000) e seu potencial de adaptabilidade a

ambientes agricolas (Slininger et al., 1996; Silva, 2002).

Em relacdo aos adjuvantes, o propésito da avaliacdo de
compatibilidade entre Bacillus cereus e tais substancias foi levar em
consideracao seu papel dentro de uma formulacédo, podendo-se utilizad-
los em combinacdo ao microrganismo, para facilitar a liberacdo do
isolado, aumentar sua atividade bioldgica e otimizar suas propriedades

desejaveis.
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MATERIAL E METODOS

Origem e preservacado do microrganismo

Utilizou-se para a conducdo de todos o0s experimentos um
isolado da rizobactéria UFV-101, obtido de rizosfera de plantas sadias
de tomateiro em plantio comercial no municipio de Sao Geraldo (MG).
Este isolado foi previamente selecionado em experimentos de casa de
vegetacdo e campo, mostrando-se efetivo em induzir resisténcia
contra diversos patégenos que incitam doencas em plantas de
tomateiro, sendo identificado como Bacillus cereus (Silva, 2002).

A preservacdo foi feita pela utilizacdo das técnicas de solo
esterilizado (Lelliott e Stead, 1987), agua estéril (Fahy e Persley,
1983), freezer -80°C (Romeiro, 2001) e por repicagens
guadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly et al., 1970), sendo os tubos

mantidos sob refrigeracdo a -4°C (Williams e Wellington, 1982).
Antibiograma

A sensibilidade a diferentes antibidticos foi avaliada colocando-
se o isolado em contato direto com discos de cada um dos compostos.
O isolado foi cultivado em meio 523 (Kado e Heskett, 1970) liquido por
24 horas a 28°C, sendo retirada uma aliquota de 300nL e adicionada a
30 mL do mesmo meio de cultura semi-sélido fundente que foi entao
vertido em placas de Petri. Apés a solidificacdo, discos de papel
contendo quantidades conhecidas de determinado antibiético foram
depositados sobre a superficie do meio, em pontos equidistantes.
Foram feitas trés repeticdes para cada substancia. As placas foram
incubadas a 28°C por 24 horas e, apos este periodo, avaliou-se a
presenca ou ndo de halos de inibicdo através da medicdo do diametro

do halo utilizando-se de uma régua milimétrica (Klement et al., 1990).
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Foram testadas as seguintes substancias, seguidas de sua
concentracdo entre parénteses: &cido nalidixico (30 ng), &cido
oxolinico (30 ng), acido pipemidico (20 ng), acido clavulanico +
amoxicilina (30 ng), amicacina (30 ng), amoxicilina (10 ng), ampicilina
(10 nyg), azitromicina (15 ny), aztreonama (30 ng), bacitracina (10 U.1.),
carbenicilina (100 ng), cefaclor (30 ng), cefadroxil (30 ny), cefalexina
(30 ny), cefalotina (30 ngy), cefazolina (30 ng), cefepima (30 ny),
cefetamet (10 ng), cefixima (5 ng), cefodizima (30 ny), cefotaxima (30
ng), cefoxitina (30 ny), ceftriaxona (30 ngy), ceftazidima (30 ny),
cefuroxima (30 ng), ciprofloxacina (5 ng), claritromicina (15 ny),
clindamicina (2 ng), cloranfenicol (30 ng), cotrimoxazol (25 ny),
doxiciclina (30 ng), eritromicina (15 ng), espiramicina (100 ny),
estreptomicina (10 ng), fosfomicina (50 ny), furazolidona (100 ny),
gentamicina (10 nyg), imipenem (10 ny), kanamicina (30 ny),
levofloxacina (5 ng), lincomicina (2 ng), lomefloxacina (10 nyg),
neomicina (30 ng), netilmicina (30 ng), nitrofurantoina (300 ng),
nitrofurazona (50 ny), norfloxacina (10 ny), ofloxacina (5 ny),
optoquina (5 ng), oxacilina (1 ng), pefloxacina (5 ng), penicilina (10
ng), polimixina (300 ng), rifampicina (5 ng), sulbactam (10 ng) +
ampicilina (10 ng), sulfadiatrim (25 ny), sulfazotrim (25 ny),
sulfonamida (300 ny), teicoplanina (30 ny), tetraciclina (30 ny),
tianfenicol (30 ng), ticarcilina (75 ng) + &cido clavulanico (10 ng),
tobramicina (10 ng), trimetoprim (5 ng), vancomicina (30 nyg).

Sensibilidade a produtos de uso agricola

Através de um bioensaio in vitro adaptado de Klement et al.
(1990), a sensibilidade do isolado a diferentes substancias
antimicrobianas de uso agricola para a cultura do tomateiro foi

avaliada, colocando-se o isolado em contato direto com discos de
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papel embebidos a cada um dos produtos. Foram testadas trés
concentragcdes de diversos fungicidas, inseticidas, herbicidas e
adjuvantes, obtidas pelo uso do volume de calda a ser aplicado na dose
recomendada, metade da dose e seu dobro, com trés repeticbes por
dose. Meio de cultivo 523 semi-sélido contendo células de B. cereus
foi vertido em placas de Petri, onde se distribuiu de forma
equidistante, discos de papel contendo quantidades conhecidas de
determinado produto. As placas foram incubadas a 28°C por 24 horas,
guando se avaliou a presenca ou ndo de halos de inibicdo ao redor dos
discos de papel, utilizando-se de uma régua milimétrica.

Foram testados os seguintes produtos, seguidos da dose
comercial recomendada entre parénteses: Fungicidas: Amistar
(azoxistrobina: 80-160g/ha), Cercobin 700 PM (tiofanato metilico:
70g/100L H,0), Cerconil (clorotalonil + tiofanato metilico: 200g/100L
H,0), Cobox (oxicloreto de cobre: 200g/100L H,0), Comet
(piraclostrobina: 40mL/100L H,0), Cupravit (oxicloreto de cobre:
300g/100L H;0), Daconil BR (clorotalonil: 200g/100L H,0), Folicur
200 CE (tebuconazole: 1L/ha), Forum (dimetomorfe: 150g/100L H,0),
Manzate 800 (mancozebe: 3Kg/ha), Ridomil (mancozebe + metalaxil M:
2,5Kg/ha), Sialex 500 (procimidona: 1,5-2Kg/ha), Thiovit Sandoz
(enxofre: 3509/100L H,0); Inseticidas: Actara 250 WG (tiametoxam:
16-20g/100L H,0), Confidor 700 GrDa (imidacloprido: 200g/ha), Decis
25 CE (deltametrina: 30-50mL/100L H»0), Pirate (clorfenapir: 25-
50mL/100L H,0), Vertimec (abamectina: 75-100mL/100L H,0);
Herbicidas: Fusilade 125 (fluasifop-p-butilico: 2L/ha), Sencor BR
(metribuzin: 0,7Kg/ha).

Além dos produtos registrados para a cultura do tomateiro,
testaram-se também alguns adjuvantes utilizados em formulacdes, a

saber: Blendmax K (1% v:v); Break-thru (0,15% v:v); Dyne-amic
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(0,5% v:v); Glicerina (0,5% v:v); Intac (1,5% v:v); Kinetic (0,5% v:v);

Metamucil (0,5% v:v); Oleo Mineral (5% v:v); Silwet L77 (0,2% v:V);

Sun Spray Oil (3% v:v); Tween 80 (0,2% v:v).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo de compatibilidade entre o isolado e os antibiéticos

mostrou que, das 66 substancias testadas, 22 nao tiveram efeito sobre

0 crescimento bacteriano. Bacillus cereus demonstrou um grau

variavel de sensibilidade aos demais antibidticos (Tabela 1).

Tabela 1. Sensibilidade de um isolado de Bacillus cereus a diferentes antibiéticos.

Halo de inibicdo (cm)

Antibiéticos

0,0-1,0
1,1-20
2,1-30

acido pipemidico, carbenicilina, cefazolina, penicilina,

ticarcilina + acido clavulanico

amicacina, bacitracina, cefaclor, cefadroxil, cefalexina,
cefalotina, espiramicina, estreptomicina, gentamicina,
lincomicina, neomicina, novobiocina, pefloxacina,
rifampicina, sulbactam +  ampicilina, tetraciclina,

tianfenicol, tobramicina, vancomicina

acido nalidixico, acido oxolinico, azitromicina,
ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, cotrimoxazol,
eritromicina, fosfomicina, furazolidona, kanamicina,
levofloxacina, lomefloxacina, netilmicina, nitrofurantoina,

nitrofurazona, norfloxacina, ofloxacina, teicoplanina

Antibiéticos compativeis: acido clavulanico + amoxicilina, amoxicilina, ampicilina,
aztreonama, cefepime, cefetamet, cefodizima, ceftriaxona, cefixima, cefotaxima,
cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima, doxiciclina, optoquina, oxacilina,
polimixina, sulfadiatrim, sulfazotrim, sulfonamidas, trimetoprim.
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Varios autores relatam que uma ampla gama de espécies de
Bacillus é produtora de bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina
e circulina (Brock, 2003). Porém, o isolado testado mostrou-se
sensivel a bacitracina, kanamicina e tetraciclina, demonstrando a
variabilidade dentro de uma mesma espécie, quando se compara ao
relatado no Manual de Bergey (Sneath et al., 1984) para B. cereus, que
descreve a espécie como resistente a bacitracina, kanamicina,
ampicilina tetraciclina e colistina, resisténcia esta dependente do tipo e
concentracdo do antibidtico e capaz de influenciar os diversos
processos de crescimento vegetativo, esporulacdo e germinacido da

bactéria.

Apesar do potencial de uso de antibidticos no tratamento de
doencas de plantas, especialmente as de etiologia bacteriana, o uso
destas substancias na agricultura tem sido limitado devido a
emergéncia de strains resistentes (Mcmanus et al., 2002), o alto custo
do tratamento (Bergamin Filho e Kimati, 1995) e a descoberta de
determinantes homologos de resisténcia em bactérias associados a
plantas, solo, animais e humanos (Sundin e Bender, 1996), o que leva a
hipéteses do desenvolvimento de resisténcia em patdégenos humanos
através do consumo de alimentos tratados com antibidticos (Mcmanus

et al., 2002).

Com relagédo aos fungicidas, herbicidas e inseticidas testados, 0
isolado se mostrou sensivel a clorotalonil, mancozebe, tebuconazol,
captan e tiram, nas trés doses testadas (Tabela 2). A compatibilidade
do microrganismo aos demais produtos confirma a possibilidade de seu
uso na microbiolizacdo de sementes, aliado a pulverizacbes aéreas na
cultura. Porém, como o isolado se mostrou sensivel aos fungicidas
captan e thiram, produtos estes utilizados para tratamento de

sementes, a microbiolizacdo deve ser limitada aos casos em que se
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dispbée de sementes ndo tratadas como, por exemplo, no sistema de
producdo organica, que reconhece na utilizacdo de microrganismos nao
modificados uma das alternativas para o controle de pragas e doencas

na agricultura.

hY

Os estudos relacionados a compatibilidade do isolado a
diferentes adjuvantes, considerados substancias inertes e sem
restricdes para liberacdo no ambiente e utilizadas no desenvolvimento
de formulacbes carreando microrganismos, demonstrou que a
multiplicagcdo do isolado néo foi afetada. Esta compatibilidade permite a
utilizacdo combinada do isolado a adjuvantes para a obtencédo de uma
formulacdo que possa ser utilizada em um programa de manejo
integrado de doencas, provendo equilibrio e eficicia ao processo.

Tabela 2 — Sensibilidade in vitro de Bacillus cereus (UFV 101) a pesticidas
recomendados para a cultura do tomateiro e adjuvantes utilizados em
for mul acdes.

Produtos Testados Halo médio de inibicéo (cm)
Dose Recomendada 2X Dose % Dose
Daconil BR 0,9 0,933 0,6
Folicur 200 CE 0,667 0,9 0,433
Manzate 800 0,766 0,966 0,833
Thiram 0,2% 1,7 1,6 1,0
Orthocide 500 0,86 1,0 0,9

Produtos compativeis: Fungicidas: Amistar, Cercobin 700 PM, Cerconil, Cobox, Comet, Cupravit, Forum,
Ridomil, Sialex 500, Thiovit Sandoz; Inseticidas: Actara 250 WG, Confidor 700 GrDa, Decis 25 CE, Pirate,
Vertimec; Herbicidas: Fusilade 125, Sencor BR; Adjuvantes: Blendmax K, Break-thru, Dyne-amic,
Glicerina, Intac, Kinetic, Metamucil, Oleo Mineral, Silwet L77, Sun Spray Oil, Tween 80.

Avaliando-se o0s resultados obtidos neste trabalho pode-se
concluir que a possibilidade de utilizagcdo de Bacillus cereus aliada a
defensivos quimicos no controle de doencas de plantas pode vir a ser
uma importante alternativa na obtencdo da efetividade de acdo do
microrganismo, a diminui¢do do uso de agrotéxicos e a pratica de uma
agricultura ecologicamente correta dentro de uma estratégia de

manejo integrado.
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AVALIACAO DO POTENCIAL DE BIOCONTROLE DE NEMATOIDE

DAS GALHAS (Meloidogyne incognita) E MURCHA BACTERIANA

(Ralstonia solanacearum) EM PLANTAS DE TOMATEIRO POR UM
ISOLADO DE Bacillus cereus

RESUMO

Ensaios objetivando o biocontrole de Ralstonia solanacearum em
infectario e Meloidogyne incognita em casa de vegetacdo pela
microbiolizacdo de sementes de tomateiro com um isolado de Bacillus
cereus, relatado como indutor de resisténcia a cultura, demonstraram
gue o isolado néo foi efetivo no controle das epidemias. No infectario,
plantas de tomateiro microbiolizadas com B. cereus demonstraram uma
menor suscetibilidade ao patégeno, por um periodo de 30 dias, porém
igualaram-se ao tratamento controle apds este periodo. Meloidogyne
incognita também nao foi controlado pelo antagonista, e os resultados
obtidos mostraram inclusive que B. cereus propiciou um aumento na

incidéncia da doenca.
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EVALUATION OF THE POTENTIAL OF BIOLOGICAL CONTROL OF
THE ROOT-KNOT NEMATODE (Meloidogyne incognita) AND
BACTERIAL WILT (Ralstonia solanacearum) IN TOMATO PLANTS BY
A Bacillus cereus ISOLATE

ABSTRACT

Essays aiming at the biological control of Ralstonia
solanacaerum in an ‘“infectario" (infested microplot), and of
Meloidogyne incognita in greenhouse by the microbiolization of tomato
seeds with an isolate of Bacillus cereus, reported as an resistance
inducer of the culture, showed that the isolate was not effective in the
control of the epidemies. In the infectario, tomato plants treated with
B. cereus showed less susceptibility to the pathogen during a period of
30 days. However, after this period, the susceptibility was equal to
that of the control treatment. Meloidogyne incognita was also not
controlled by the isolate and, in addition, the results obtained showed

that B. cereus favored an increase of the incidence of the disease.
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INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma
das principais olericolas cultivadas e, por ser uma atividade
agronémica altamente intensiva, a aplicacdo de insumos e artificios
tecnolégicos no controle de doencas sédo exigéncias constantes para o
éxito de seu cultivo. Entretanto, perdas consideraveis na cultura
podem advir de doencas causadas por patdogenos radiculares,
principalmente pela falta ou quebra de resisténcia dentro dos
cultivares, pela ineficiéncia da rotacdo de culturas para patégenos que
possuem uma ampla gama de hospedeiros e elevada sobrevivéncia no
solo e a inexisténcia de um produto quimico eficaz no controle e

inébcuo ao meio ambiente.

A abertura de mercado a produtos cultivados com menor uso de
agroquimicos, a demanda dos agricultores por produtos que possam
manter a produtividade da cultura e as dificuldades inerentes ao
controle destes patdgenos tem impulsionado as pesquisas no sentido

de se buscar alternativas para o controle destas fitomoléstias.

Neste sentido, a utilizacdo de rizobactérias com o objetivo de
aumentar a producao tem sido estudada em diversas culturas, além de
merecerem especial atencdo como biocontroladoras de enfermidades
de plantas (Kloepper e Schroth, 1981, Bashan, 1998, Kloepper et al.,
1991).

Aspectos relacionados a sanidade da planta e do solo incluem o
impacto na supressdo de patégenos por rizobactérias em diferentes
sistemas agriculturais, a importancia da ciclagem de nutrientes, as

interacdes ecoldgicas entre microrganismos deletérios e a microflora e
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microfauna do solo (Barker, 2003, Barker e Koenning, 1998, Ferris et

al., 1997, Kloepper et al., 1992, Pouidel et al., 2001), entre outros.

Recentes estudos tém demonstrado que algumas rizobactérias
podem agir indiretamente induzindo resisténcia sistémica em plantas
contra fungos de solo e nematdides (Wei et al., 1996, Hasky-Glnter et
al., 1998, Reitz et al., 2000, Siddiqui e Shaukat, 2002a, b) e através da
acao antagonica direta, obtendo-se relatos de sucesso no controle de
fitonematdéides em diferentes culturas (Oostendorp e Sikora, 1989,
Sikora, 1988, Habe, 1997, Neves et al., 2000) e na acdo direta de
Pasteuria penetrans (ex Thorne, 1940) Sayre e Starr, 1986, um
parasita obrigatério de nematoides, especialmente ativo contra

espécies de Meloidogyne (Brown e Nordmeyer, 1985, Barker, 2003).

Fungos e bactérias sdo dois dos maiores grupos de
microrganismos habitantes do solo que mostram grande potencial
como agentes de biocontrole de nematoides (Jatala, 1986, Weller,
1988, Sayre e Walter, 1991, Stirling, 1991, Siddiqui e Mahmood, 1999),
encontrando-se diversas rizobactérias dos géneros Agrobacterium,
Alcaligenes, Clostridium, Desulfovibrio, Pseudomonas, Serratia e
Streptomyces (Siddiqui e Mahmood, 1999) e Bacillus (Habe, 1997,
Sikora, 1988, Racke e Sikora, 1992a, b, Anter et al., 1995, Siddiqui e

Mahmood, 1999) capazes de controlar estes fitoparasitas.

Barker (2003) relata que poucos biocontroladores comerciais
para nematdides fitoparasitas (a maioria veiculando fungos) tém sido
desenvolvidos e que também tem mostrado um sucesso limitado.
Sugere ainda que uma estratégia promissora para o biocontrole de
patdbgenos de solo seja a utilizacdo de rizobactérias, inclusive em
conjunto a praticas culturais, como relatado por Kloepper et al. (1992)

gue observaram um aumento da atividade de bactérias antagonisticas a
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Heterodera glycines Ichinohe, 1952 e Meloidogyne incognita (Kofoid
and White, 1919) Chitwood, 1949 na rizosfera de plantas de soja sob

rotacdo de cultura.

Trabalhos objetivando o controle da murcha bacteriana causada
por Ralstonia solanacearum tém também sido relatados com sucesso
no campo experimental (Kempe e Sequeira, 1983, Trigalet et al., 1994,
Shekhawat et al., 1994, Anith et al.,, 2004, Mariano et al., 1992a, b,
Araujo, 1995, Moura, 1996), contudo os resultados obtidos ainda nao

suportam uma recomendacdo de uso pratico.

Estudos envolvendo o género Bacillus relacionados a supresséao
de organismos patogénicos associados a rizosfera levam em
consideracdo sua ampla ocorréncia de forma natural e em elevadas
populacdes, sua versatilidade nutricional, sua habilidade de crescer em
uma ampla faixa de condicbes ambientais, além de produzirem uma
grande variedade de antibidticos, sideréforos e horménios de

crescimento vegetal.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de Bacillus
cereus atuar no biocontrole de Meloidogyne incognita e Ralstonia

solanacearum em plantas de tomateiro, sob condicfes experimentais.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismos e seu cultivo

Utilizou-se para a conducédo dos ensaios um isolado de Bacillus
cereus, obtido de rizosfera de plantas sadias de tomateiro em plantio
comercial no municipio de Sdo Geraldo (MG) e selecionado como
indutor de resisténcia contra diversos patégenos que incitam doencas
em plantas de tomateiro (Silva et al., 2004). A populacdo de
Meloidogyne incognita foi doada pelo Laboratério de Nematologia do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa e
para o ensaio com Ralstonia solanacearum foi utilizado um infectario
localizado na Embrapa Agrobiologia — Seropédica (RJ).

O isolado bacteriano foi cultivado em meio 523 (Kado e Heskett,
1970) e preservado em solo esterilizado (Lelliott e Stead, 1987), agua
estéril (Fahy e Persley, 1983), freezer -80°C (Romeiro, 2001) e por
repicagens quadrimestrais, tubo-a-tubo (Kiraly et al., 1970), sendo os
tubos mantidos sob refrigeragdo a -4°C (Williams e Wellington, 1982).

Para a multiplicacdo de Meloidogyne incognita, plantas de
tomateiro foram cultivadas em mistura estéril (2:1) de areia e solo,
mantidas em casa de vegetacdo sendo utilizadas para o preparo do
inéculo.

Microbiolizacdo de sementes

Células de Bacillus cereus foram usadas para microbiolizar
sementes de tomateiro, cultivar Santa Clara. Apés obtencdo de uma
suspensdo homogénea de células pela adicdo de agua destilada estéril
a tubos contendo o antagonista, tal suspensdo foi calibrada em
espectrofotbmetro (ODs4o = 0,5) e as sementes imersas nesta
suspensao por 24 horas sob agitacdo. O controle consistiu de sementes

imersas em agua.
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Preparo do inéculo de Meloidogyne incognita e inoculacdo das plantas

Suspensdo do patégeno foi preparada segundo Boneti e Ferraz
(1981). Tal suspensao foi inoculada na proporcdo de 2000 juvenis de
segundo estadio por copo, com uma muda de tomateiro de 7 cm de
altura e 2 folhas verdadeiras. A suspensdo foi colocada ao redor das
raizes de modo que o patégeno ficasse o mais proximo possivel do

sistema radicular.

Bioensaio em casa de vegetacao

Meloidogyne incognita foi inoculado em plantas de tomateiro
advindas de sementes microbiolizadas ou ndo com Bacillus cereus e
cultivadas em mistura estéril (2:1) de areia e solo por 15 dias em casa
de vegetacdo. Apés um periodo de 30 dias, a avaliacdo da capacidade
de biocontrole do patégeno pelo antagonista foi realizada avaliando-se
0s pesos da matéria fresca de raiz e matéria seca de folhas, contagem
do numero de galhas/raiz e do nimero de ovos/raiz, sendo estes dados
analisados pelo teste Tukey a 5% de significancia.
Bioensaio em infectéario

Plantas de tomateiro com 30 dias de idade, microbiolizadas com
Bacillus cereus e cultivadas em bandejas de isopor contendo substrato
PlantMax série prata foram utilizadas para a realizacdo do ensaio, em
delineamento experimental inteiramente ao acaso. Plantas advindas de
sementes embebidas em agua foram utilizadas como tratamento
controle.

Durante um periodo de 64 dias acompanhou-se 0 progresso da
doenca, avaliando-se a cada 4 dias a porcentagem de folhas murchas
por planta e comparando-se ao numero total de folhas e os dados

obtidos avaliados pelo teste Tukey a 5% de significancia.

125



RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio realizado em infectario de Ralstonia solanacearum,
visando o biocontrole do patégeno por um isolado de Bacillus cereus
ndo se mostrou efetivo. Apesar disso, pode-se observar uma menor
incidéncia da doenca em um periodo entre os 35 e 67 dias apos o
transplantio de plantas de tomateiro microbiolizadas com B. cereus,

guando comparadas as plantas controle (Figura 1).

Severidade 120 -

(%)
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19 23 27 31 35 39 43 47 51 5 59 63 67/ 71 75 79 83

Dias ap0s o plantio

Figura 1 - Curva de progresso da murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum em plantas de tomateiro submetidas a microbiolizagdo de sementes
com Bacillus cereus (-) quando comparadas ao controle (} ) apds cultivo em
infectario por 83 dias.

Os sucessivos cultivos de solanaceas no infectério resultando em
um elevado nivel populacional e homogeneidade de distribuicdo do
patégeno, condicdes de umidade e temperaturas elevadas durante o
desenvolvimento do ensaio, além de possiveis ferimentos nas raizes
durante o transplantio das mudas podem ter favorecido a infeccdo e
severidade da doenca, ndo se observando atividade de biocontrole do
patégeno. Porém, apesar do rapido desenvolvimento da doenca, nota-

se a capacidade de plantas advindas de sementes microbiolizadas com

suspensao de B. cereus em resistir por mais tenpo a
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infeccdo causada pelo patégeno. Uma explicacdo para o fato pode ser a
capacidade do isolado utilizado em induzir resisténcia em plantas de
tomateiro contra diferentes patdgenos que afetam a cultura (Silva et
al., 2004), capacitando a planta a conviver com o patégeno por mais
tempo em um solo com elevado potencial de in6culo. Segundo Bashan
(1998), a resposta da atividade da rizobactéria pode variar
consideravelmente em funcédo da eficiéncia do isolamento bacteriano,
da espécie da planta, do tipo de solo, da densidade do inoculante e das

condi¢cbes do ambiente.

Experimento em casa de vegetacéo para avaliacdo da capacidade
de B. cereus em controlar Meloidogyne incognita afetando plantas de
tomateiro revelaram que a incidéncia da doenca em plantas tratadas
com B. cereus ndo diferiu estatisticamente dos controles pelo teste

Tukey a 5% de significancia (Figuras 2, 3 e 4).

Stirling (1991) afirma que o controle biolégico de nematoides
ndo é restrito apenas as interacdes entre estes fitopatégenos e seus
antagonistas, mas ambos séo influenciados pela planta, pelo ambiente
fisico e pela microflora e microfauna do solo. Também a deficiéncia ou
fragmentacdo do entendimento dos diversos fatores que afetam as
inter-relacbes que regem o potencial biolégico dos agentes de

controle pode ser um fator limitante ao sucesso do biocontrole.

Os dados apresentados demonstram que Bacillus cereus ndo é
capaz de controlar o0s patéogenos Ralstonia solanacearum e
Meloidogyne incognita, em condicbes experimentais. Porém,
avaliando-se o resultado obtido com o ensaio em infectario para a
murcha bacteriana e sabendo-se da grande importancia desta doenca
na cultura do tomateiro, faz-se necessario determinar se a rizobactéria

pode estar agindo como indutora de resisténcia sistémica em relacéo
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ao referido patégeno, além de estudar aspectos relacionados a
adequacdo de um apropriado sistema de liberacdo do organismo na
natureza visando a manutencdo da viabilidade celular e efetividade de

acdo do microrganismo.

Uma melhor compreensdo do significado e modo de acdo das
PGPR, fatores influenciando sua atuacdo ecolégica e o0
desenvolvimento de tecnologias de inoculacdo ainda devem ser
aperfeicoados visando sua utilizacdo efetiva no manejo integrado de

doencas de plantas.

Peso fresco 3
deraizes A
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Figura 2 - Peso da matéria fresca de raizes de tomateiro advindas de sementes
microbiolizadas (Bc) ou ndo (T) com Bacillus cereus e desafiadas com Meloidogyne
incognita.Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a
5% de significancia.
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Figura 3 — Numero de galhas de Meloidogyne incognita em raizes de tomateiro
submetidos a prévia microbiolizacdo de sementes com suspensdo de um isolado de

Bacillus cereus (Bc) e comparado ao controle (T). Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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Figura 4 - Numero de ovos de Meloidogyne incognita por raiz de plantas de
tomateiro, quando sementes foram submetidas ou ndo a prévia microbiolizacdo com
suspensdo de um isolado de Bacillus cereus (Bc), comparando-se ao controle.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
significancia.
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CONCLUSOES GERAIS

Através dos testes bioquimicos realizados, verifica-se a

diversidade fisiologica e versatilidade nutricional do isolado.

bY

Bacillus cereus ndo teve acdo antagbnica a maioria dos

patégenos testados.

O isolado de Bacillus cereus testado ndo promoveu o
crescimento de plantas de tomateiro, porém foi capaz de aumentar a

produtividade da cultura sob cultivo protegido.

A avaliacdo da sobrevivéncia de células de B. cereus na
formulagédo proposta nédo foi efetiva em manter a viabilidade celular do

isolado.

Pode-se verificar a inducdo de resisténcia em plantas de

tomateiro quando desafiadas com Pseudomonas syringae pv. tomato.

Bacillus cereus é compativel com a maioria dos pesticidas
utilizados na cultura do tomateiro e adjuvantes utilizados em

formulacbes comerciais.

Verifica-se a capacidade de utilizacdo de certos antibiéticos em

estudos de dindmica populacional do isolado.

O isolado ndo conteve a epidemia de requeima em campo,
murcha bacteriana em infectario e nematdide das galhas em casa de

vegetacéao.

De posse dos resultados, pode-se pensar na manipulacdo de
parametros relacionados ao desenvolvimento do isolado, otimizando

seu potencial como indutor de resisténcia.
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