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RESUMO

FERRAZ, Hélvio Gledson Maciel, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2012. Rizobactérias e acido jasmonico no controle de doencas do tomateiro.
Orientador: José Rogério de Oliveira. Coorientadores: Fabricio de Avila Rodrigues e
Luis Claudio Vieira da Cunha.

Foram isoladas bactérias da rizosfera de plantas-escape ou apresentando baixa seve-
ridade de doencas em cultivo de tomateiro convencional e organico, de floresta de
eucalipto e de floresta nativa. Utilizando metodologias para o isolamento de actino-
micetos e de rizobactérias totais e endosporogénicas foram obtidos um total de 635
isolados bacterianos, sendo 590 obtidos no presente trabalho e 45 selecionados em
outros trabalhos. Sementes de tomate foram microbiolizadas com suspensao bacte-
riana de cada um dos isoladdsnte e nove isolados (4,56%) foram capazes de
reduzir as doencas do tomateiro causadaspsarium oxysporurh sp.lycopersici

(Fol) e Xanthomonas gardne(Xg) em 50% ou mais e em 60% ou mais, respectiva-
mente em substrato esterilizado. No ensaio realizado em substrato ndo esterilizado,
as plantas tratadas com os antagonistas foram novamente desafiadasgoeRina

e também foi testado se os isolados seriam eficientes no biocontrole do fungo
Alternaria solani(As). No ensaio realizado em solo ndo esterilizado, os antagonista
foram dispensados no tomateiro por microbiolizacdo de sementes e encharcamento
de solo cinco dias antes da inoculagdo com o patdgeno desafiante. Alguns isolados
nao foram eficientes em promover o biocontrole da mancha-bacteriana e da murcha-
de-fusario em solo ndo esterilizado. Quinze dos isolados selecionadosXmpetra

Fol também foram eficientes no biocontrole da pinta-preta. Todos os 29 isolados
foram capazes de colonizarar o sistema radicular das plantulas de tomateiro. Os trés
isolados que mais reduziram as severidaddsotieXg e As,em percentagem média,
foram os isolados UFV252 (n&o identificado), UFV6Rréptomyces setohie
UFV592 Bacillus cereusem 47,91, 46,32 e 42,02%, respectivamente. Esses trés
isolados e o acido jasmoénico (AJ) foram testados cofgr&ol e As e na atividade

de enzimas de defegal,3-glucanases (GLU), quitinases (QUI), peroxidases (POX),
polifenoloxidases (PFO), lipoxigenases (LOX) e fenilalanina aménia-liases (FAL),
além da concentragdo de aldeido malénico (MDA). Os isolados foram aplicados nas
plantas por microbiolizacdo de sementes e também por encharcamento de solo cinco

dias antes da inoculacdo dos patdégenos desafiantes e o AJ foi pulverizado nas plantas

viii



48 horas antes da inoculagdo. Mesmo nas plantas ndo inoculadas, os tratamentos
tiveram maior atividade de algumas enzimas em relacdo ao tratamento-controle n&o
inoculado. Esses resultados sugerem que as rizobactérias podem estar induzindo
resisténcia sistémica no tomateiro, uma vez que mesmo na auséncia do patégeno
ocorreu aumento na atividade enzimatica. No patossistema tomégeaomaiores
atividades das enzimas de defesa nas plantas inoculadasgoamm comparacédo ao
controle que resultaram em menor severidade da mancha-bacteriana foram: QUI e
LOX, para o tratamento UFV618; PPO, QUI e LOX, para os tratamentos UFV592 e
UFV252; e GLU, QUI, POX, PPO e FAL, para o tratamento AJ. Para o patossistema
tomateiroFol, as maiores atividades das enzimas de defesa nas plantas inoculadas
com Fol em comparacdo ao controle, que resultaram em menor severidade da
murchadefusario foram as enzimas QUI e LOX, para os tratamentos UF\&18;
UFV592, para o tratamento AJ. Além dessas enzimas houve aumento na atividade da
POX e PAL. No tratamento UFV252 houve aumento na atividade das enzimas PFO,
FAL e QUI. J& no patossistema tomatek®foi observado que ndo houve aumento

da atividade de nenhuma enzima para o tratamento UFV618, entre as plantas inocu-
ladas comAse o tratamento-controle; também nédo ocorreu reducédo da severidade da
pinta-preta. Entretanto, no tratamento UFV592 houve aumento na atividade das enzi-
mas QUI e FAL e no tratamento UFV252 ocorreu aumento na atividade da PFO e
FAL. Além da PFO, QUI e FAL houve aumento na atividade LOX no tratamento AJ.

A maior atividade dessas enzimas parece ter contribuido para a reducdo da severi-
dade da pinta-preta pelos tratamentos UFV592, UFV252 e AJ. Em todos os patossis-
temas em pelo menos uma época de coleta a concentracdo de MDA foi maior no
tratamento-controle, inoculado em comparacdo com os tratamentos UFV618,
UFV592, UFV252 e AJ, indicando maior dano nas membranas no tratamento-
controle, o que corrobora com os maiores valores de severidade observados nesse

tratamento.



ABSTRACT

FERRAZ, Hélvio Gledson Maciel, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012.Rhizobacteria and jasmonic acid in controlling tomato disease#dviser.

José Rogério de Oliveir&o-advisers: Fabricio de Avila Rodrigues and Luis Claudio
Vieira da Cunha.

Bacteria were isolated from the rhizosphere of plants escape or showing low disease
severity in tomato cultivation of conventional and organic eucalyptus forest and
native forest. Using methodologies for isolating actinomycetes, rhizobacterias, and
endosporogenic bacterias. This gave a total of 635 bacterial isolates, 590 isolates
were obtained in this study and 45 isolates were selected for further work. Tomato
seeds were microbiolized with bacterial suspension of each isdlanty-nine
isolates (4.56%), were able to reduce the tomato diseases caudagsdrjum
oxysporumi. sp. lycopersicifol) and Xanthomonas gardne(iXg) in 50% or more

and 60% or more, respectively, in sterile substrates. In the assay accomplished in
substrate unsterile, plants treated with the antagonists were again challenged against
Xg andFol and also tested whether these isolates would be effective in the biocontrol
fungus Alternaria solani (As). In the test carried out in non-sterile soil, the antagonist
were dispensed by microbiolization in tomato seeds and soil drendiviegiays

before inoculation with the pathogen challenging. Some isolates were effective in
promoting the biocontrol of bacterial spot and fusarium wilt in unsterilized soil
Fifteen of selected isolates against Xg and Fol were also effective in biocontrol of
early blight. All 29 isolates were able to colonizarar the root system of tomato
seedlings. The three isolates that most reduced the severitied, 0fg, and As,
average percentagethe isolates were UFV252 (unidentified), UFV618
(Streptomyces setohie UFV592 Bacillus cereup at 47.91, 46.32, and 42.02%,
respectively. These three isolates and jasmonic acidw@ére tested agairnsg, Fol,

andAs and activity of defense enzymegsl,3-glucanases (GLU), chitinases (CHI),
peroxidases (POX), polyphenoloxidases (PPO), Ilipoxygenases (LOX), and
phenylalanine ammonia lyasgPAL), in addition the concentration of
malondialdehyde (MDA). The strains were applied in plants by seed microbiolization
and also by soil drenching, five days before inoculation of challenging pathogens and
the JA was sprayed on plants 48 h before inoculation. Even in non-inoculated plants

treatments had higher activity of some enzymes in relation to the control



uninoculated. These results suggest that rhizobacteria may be inducing systemic
resistance in tomato, since even in the absence of the pathogen caused an increase in
enzyme activityln pathosystem tomatsg the highest activities of defense enzymes

in plants inoculated witlg compared to the control that resulted in lower bacterial
spot severity wereCHI and LOX for the treatment UFV618; PPO, CHI, and LOX

for the treatments UFV592 and UFV252, and GIGHI, POX, PPO e PAL for the
treatmentJA. In pathosystem tomatoFol the highest activities of defense enzymes

in plants inoculated witkol compared to the control, that resulted in lower fusarium
wilt severity were the enzymeSHI and LOX for the treatments UFV618 and
UFV592, for the treatment JA beyond these enzymes increased in activity of POX
and PAL. In UFV252 treatment increased the activity of enzymes PPO, PAL e CHI.
Already in the pathosystem tomatAs was noted that there was no increase in the
activity of the enzyme for the UFV618 treatmdmgtween inoculated plants wifks

and control treatment, there was also no reduction in severity of early blight.
However, the UFV592 treatment was no increase in enzyme activity CHI and FAL,
and UFV252 treatment occurred increase in PPO activity and FAL. Besides the PPO,
CHI, and PAL there was an increase in LOX activity in JA treatment. The indrease
activity of these enzymes appears to have contributed to reducing the severity of
early blight by UFV592AJ, and UFV252 treatments. In all pathosystems at least
one collection time the concentration of MDA in control treatment was higher in
comparison to UFV618, UFV592J, and UFV252 inoculated treatmenitsdicating
greater damage membranes in control treatment which corroborates with the highest

severity observed in these treatments.
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Isolamento e selecdo de rizobactérias visando o biocontrole de doencas do
tomateiro

Resumo: Um dos principais entraves nos experimentos de controle biolégico de
doencas em plantas por bactérias € o isolamento dos candidatos a antagonistas. Cerca
de 0,1 a 1% das bactérias séo cultivaveis em condi¢cdes de laboratério e mesmo para
as cultivaveis s6 as mais abundantes séo isoladas, permitindo a oktergdtira

pura. Buscando amostrar uma maior diversidade de candidatos a antagonistas, foram
isoladas bactérias da rizosfera de plantas-escape ou apresentando baixa severidade de
doencas em cultivo de tomateiro convencional e organico, de floresta de eucalipto e
de mata nativa. Utilizando metodologias para o isolamento de actinomicetos e de
rizobactérias totais e endosporogénicas foram obtidos um total de 635 isolados
bacterianos, sendo 590 obtidos no presente trabalho e 45 foram selecionados em
outros trabalhos. Sementes de tomate foram microbiolizadas com suspensao bacte-
riana de cada um dos isolad®dnte e nove isolados, (4,56%) foram capazes de
reduzir as doencas do tomateiro causadaspsarium oxysporurh sp.lycopersici

(Fol) e Xanthomonas gardnefiXg) em 50% ou mais e em ®)ou mais, respec-
tivamente em substrato esterilizado. Do total de rizobactérias isoladas da rizosfera de
plantas de tomateiro, 4,52% foram selecionadas em plantio convencional e 2,44% em
plantio organico. Na rizosfera de floresta nativa ndo foi selecionada nenhuma rizo-
bactéria e na floresta de eucalipto foram selecionadas 10,52%. No ensaio em que as
plantas de tomateiro foram cultivadas em substrato ndo esterilizado, as plantas foram
novamente desafiadas coniXg e Fol e também foi testado se os isolados seriam
eficientes no biocontrole do fungdlternaria solani(As). Os antagonistas foram
dispensados no tomateiro por microbiolizacdo de sementes e encharcamento de solo
cinco dias antes da inoculagcdo com o patdégeno desafisigens isolados ndo

foram eficientes em promover o biocontrole da mancha-bacteriana e da whetrcha-
fusario em solo néo esterilizado. Quinze dos isolados selecionados Xgmetiol

também foram eficientes no biocontrole da pinta-preta. Todos os 29 isolados foram
capazes de colonizar o sistema radicular das plantulas de tomateiro. Os trés isolados
que mais reduziram as severidade$de Xg e As,em percentagem média, foram os
isolados UFV-252 (ndo identificado), UFV-618tieptomyces setohie UFV-592
(Bacillus cereuy em 47,91, 46,32 e 42,02%, respectivamente. Entre os nove isola-
dos mais eficientes contra os trés patégenos, cinco sao bactérias endosporogénicas e
trés sdo actinomicetos. Talvez por produzirem estruturas de resisténcia estes proca-
riotas podem tolerar fatores ambientais adversos, mantendo um nivel populacional
adequado para exercer o controle biologico. Os resultados obtidos permitem concluir
que: i) o isolamento de bactérias da rizosfera de plantas-escape ou apresentando bai-
xa severidade de doencas em cultivo de tomateiro convencional e organico, de flores-
ta de eucalipto e de mata nativa, utilizando metodologias para o isolamento de acti-
nomicetos e de rizobactérias totais e endosporogénicas, foi eficiente para obtencéo de
antagonistas para o controle da mancha-bacteriana e da murcha-de-fusario; ii) nas
plantas cultivadas em substrato esterilizado foram selecionadas 29 rizobactérias ca-
pazes de controlar tanto a mancha-bacteriana como a ndefisario; iii) alguns

dos 29 isolados bacterianos selecionados néo foram capazes de exercer o biocontrole
em solo nado esterilizado e 15 isolados foram eficientes no controle da pintapreta;

V) todas as rizobactérias selecionadas foram capazes de colonizar o sistema radicular
de plantulas de tomateiro.



Isolation and screening of rhizobacteria for the control of multiple tomato
diseases

Abstract: One of the main obstacles in the experiments of biological control of plant
diseases by bacteria is the isolation of candidate antagonists. About 0.1 to 1% of the
bacteria are cultivated in laboratory and even for culturable, only the most abundant
are isolated allowing to obtain in pure culture. Seeking sample a greater diversity of
candidates antagonists, bacteria were isolated from the rhizosphere of plants showing
escape or low disease severity in growing conventional and organic tomato, forest of
eucalyptus and native forest. Using methodologies for isolating actinomycetes,
rhizobacteria, and endosporogenic bactefibere was obtained a total of 635
bacterial isolates, 590 isolates were obtained in this study and 45 isolates were
selected for further work. Tomato seeds were microbiolized with bacterial
suspension of each isolate. Twenty-nine isolates, (4.%&te able to reduce the
tomato diseases caused Wyusarium oxysporumf. sp. lycopersici (Fol) e
Xanthomonas gardner{Xg) or more and 60% or more, respectively in sterile
substrates. Of the total rhizobacteria from rhizosphere of tomato plants, 4.52% were
selected in conventional tillage and 2.44% in organic planting. Rhizosphere of native
forest was not selected any rhizobacteria and eucalyptus forest were selected 10.52%
of rhizobacteria. In the trial in which the tomato plants were grown in non-sterilized
substrate, plants were again challenged agXigsindFol, it was also tested if the
isolates were effective in biocontrol fung@ikernaria solani(As). Antagonists were
dispensed in tomato plants by seed microbiolization and soil drendhiagdays
before inoculation with the challenging pathogen. Some isolates were effective in
promoting the biocontrol of bacterial spot and fusarium wilt in unsterilized soil
Fifteen of selected isolates agaixg and Fol were also effective in biocontrol of
early blight. All 29 isolates were able to colonizarar the root system of tomato
seedlings The three isolates that most reduced the severiti€®lpiXg, andAs, in
average percentage, the isolates were UFV-252 (unidentified), UFV-618
(Streptomyces setopiiand UFV-592 Bacillus cereupin 47.91, 46.32, and 42.02%,
respectively. Among the nine isolates efficient against the three pathogens, five are
endosporogenic bacteria and three are actinomycetes. Maybe for producing
resistance structures these prokaryotes can tolerate adverse environmental factors
maintaining a population level suitable for biological control exercise. The results
indicate that: i) the isolation of bacteria from the rhizosphere of plants escape or
showing low disease severity in growing conventional and organic tomato,
eucalyptus forest, and native forest, using methodologies for the isolation of
actinomycetes, rhizobacteria, and endosporogenic bacteria was efficient for gbtainin
antagonists for the control of bacterial spot and fusarium wilt; ii) plants grown in
sterilized substrate, 29 selected rhizobacteria were capable of controlling both
bacterial spot and fusarium wilt; iii) some of the 29 bacterial isolates selected were
not able to exert biocontrol in unsterilized soil and 15 isolates were efficient in
controlling early blight; and v) all selected rhizobacteria were able to colonize the
roots of tomato seedlings.



1. Introducéo

O tomateiro $olanum lycopersicuin.) € uma olericola pertencente a familia
Solanaceagecultivada mundialmente (FIGUEIRA, 2000). O Brasil ocupa a oitava
posicdo entre as nagdes que mais cultivam a hortalica, com producéo estimada em
3,69 milhdes de toneladas, em uma érea de 60,77 mil hectares (FAOSTAT, 2010).

A cultura do tomateiro € suscetivel a mais de 200 doencas, tanto em pré como
em pos-colheita (JONES al, 1991; LOPES; SANTOS, 1994; AGRIOS, 2005). Em
virtude da alta vulnerabilidade da cultura a doencas, séo grandes as quantidades de
agrotoxicos empregados para o controle de varias dessas fitomoléstias (LOPES;
SANTOS, 1994; KUROZAWA; PAVAN, 1997). Dentre os problemas oriundos do
uso abusivo de agrotoxicos pouse citadas a selecdo de populacdes de microrga-
nismos resistentes ao principio atieoreducdo ou mesma eliminacdo da micro-
biota benéficaa contaminacdo de aquiferos; e o longo tempo de persisténcia e per-
manéncia de alguns desses compostos no soloemairgaos vegetais (ZAMBOLIM
2001; CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003).

Grande quantidade de fungicida é despendida no controle da pinta-preta, cujo
agente causal € o funddternaria solaniSorauer (VALEet al, 1992). Em pesquisa
realizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), amostras de
tomate indicaram que os niveis de residuos de agrotéxicos estavam bem acima do
limite estabelecido pela legislacdo (ANVISA, 2008). Assim, a utilizacdo de agentes
de biocontrole combinado com outros métodos de controle de doencgas pode ser uma
alternativa viavel para diminuir a quantidade de agrot6xicos empregada na cultura do
tomateiro. Myresiotiet al (2012) avaliaram a utilizacdo do indutor de resisténcia
acibenzolar S-metil, do fungicida hymexazol e do isoladBafgllus subtilisGB03
para 0 manejo integrado da podridi®raizes e corodeplantas de tomate,
causadas pdfusarium oxysporuni. sp.radicis-lycopersici Os autores verificaram
gue as plantas tratadas com a combinagé&o do isold8losutilisGB03 e o fungici-
da proporcionaram controle superior ao controle do isolado GB03 e do hymexazol,
aplicados separadamente

Para culturas em que n&ao agrotoxicos registrados para o controle de doencas
ou naquelas em que os produtos registrados sao pouco eficazes, como para a murcha-
de-fusarioe mancha-bacteriana, o controle biol6gico é uma estratégia potencial. Para

a murchadefusario, causada poFusarium oxysporunSchl f. sp. lycopersici



(Sacc.) Snyder and Hansh& um produto registrado para a cultura do tomate, cujo
ingrediente ativo € o metam-sédico, recomendado para o tratamento do solo em pré-
plantio (AGROFIT, 2012). Para o complexo de bactérias que causam a mancha-bac-
teriana do tomateiro, a sab&anthomonas vesicatoriX. euvesicatoriaX. gardneri

e X. perforangJoneset al, 2004), sé hé registros de produtos a base de cobre apenas
paraX. vesicatorialAGROFIT, 2012). Para as demais espécies ndo h& qualquer pro-
duto registrado.

Diversos microrganismos, como fungos (MUN@E al, 2008), bactérias
(MIZUBUTI et al, 1995; HALFELD-VIEIRA et al, 2004; ROMEIRO, 2007b¢
leveduras (ZHAQet al, 2008), tém sido utilizados experimentalmente no controle
bioldgico de diversas fitomoléstias. As rizobactérias podem ser benéficas as plantas
diretamente, promovendo o seu crescimento (FARAJZAREH., 2012; KUMAR
et al, 2012) ou indiretamente, protegendo-as contra patogenos (THARBIH2009;

PATIL et al, 2011; Myresiotiset al, 2012). Entretanto, cerca de 0,1 a 1% das
bactérias séo cultivaveis em condi¢cGes de laboratério, e mesmo para as cultivaveis,
s6 as mais abundantes sdo isoladas, permitindo a obtemgacultura pura
(MADIGAN et al, 2000). Possivelmente, bactérias que seriam eficientes no controle
de doencas em plantas ndo sao cultivaveis em condi¢des de laboratério.

Para exercer seu efeito benéfico no ambiente radicular, as bactérias devem ser
competentes na rizosfera, ou seja, devem colonizar as raizes e competir com outros
microrganismos por nutrientes exsudados das plantas (LUGTENBERG;
KAMILOVA, 2009). Procariotas produtores de esporos de resisténcia podem sobre-
viver no solo em condicfes adversas, o que Ihes garantem vantagens competitivas em
relacdo aos procariotas ndo produtores de esporos (HAMD®AL&AL, 2008;
SHANMUGAM et al, 2011). Ademais, algumas bactérias endosporogénicas e acti-
nomicetos tém sido estudados por promoverem o crescimento de plantas e o biocon-
trole, o que culmina com o aumento do rendimento das culturas (HAMB{AdL,

2008; PATILet al, 2011). Bactérias endosporogénicas produzem estruturas de resis-
téncia, 0 que permite sua sobrevivéncia por longo periodo de tempo na auséncia de
plantas hospedeiras, em comparacdo com as bactérias ndo endosporogénicas, uma
vez que enddsporos séo tidos como a estrutura biologica de maior resisténcia a fato-
res quimicos e fisicos (MADIGAMNt al, 2000). Adicionalmente, algumas bactérias
endosporogénicas produzem substancias antimicesb(@EMAIN; LANCINI, 2001),

assim como podem induzir resisténcia em plantas (HALFELD-VIEIRA, 2002b;



SILVA et al, 2004). Actinomicetos sdo bactérias filamentosas, despertando especial
interesse na rizosfera, uma vez que sao capazes de colonizar os tecidos das plantas e
produir esporos de resisténcia que sobrevivem por longo periodo de tempo em solos
agricolas (HAMDALIet al, 2008).

O presente trabalho teve como objetivos: i) isolar bactérias da rizosfera de
tomateiro convencional e organico e de outras culturas, utilizando técnicas para ob-
tencdo de actinomicetos e rizobactérias; ii) selecionar, dentre essas e também de na-
tagonistas selecionados previamente, pertencentes a colecéo do LBP da UFV, aque-
les isolados capazes de reduzir a severidade a mdedhaario e a mancha-bacte-
riana em tomateiro cultivado em solo esterilizado; iii) avaliar a capacidade dos
microrganismos em inibiF. oxysporunf. sp.lycopersicie X. gardneriem solo ndo
este-rilizado e testar os isolados selecionados no biocontrole da pinta-preta d
tomateiro; e iv) verificar a capacidade dos isolados selecionados em colonizar o

sistema radicular de plantas de tomateiro em bioensaio de colonizag&o de raizes.

2. Material e métodos

2.1. Microrganismos patogénicos origem, cultivo e preservacao

A bactéria patogénicdanthomonas gardnefiXg) ((ex Sutic 1957) Jonest
al. (2006) foi obtida de tomateiro em uma lavoura comercial com sintomas de
mancha-bacteriana no municipio de Coimbra, Minas Gerais, Brasil e identificada por
meio do perfil de banda, gerado por BOX-PCR (LOUWS; FULBRIG#Tal,
1995). Os fungos fitopatogénicsisarium oxysporunschl f. sp. lycopersici(Fol)
(Sacc.) Snyder and Hansen, racaAternaria solani(As) Sorauerforam obtidos da
colecdo de fungos da Clinica de Doencas de Plantas da UFV e da colecdo de
patogenos do Labotatério de Biologia de Populacbes de Fitopatdgenos da UFV,
respectivamente. O isolado bacteriano foi cultivado em B23dKADO; HESKETT
1970) e os fungos foram cultivados em BDA (Batata dextrose-agar) (DHINGRA,;
SINCLAIR, 1985). Os microrganismos foram incorporados a colegdo microbiana do
Laboratdrio de Bacteriologia de Plantas da UFV e preservados em glicerina (30%),
com posterior armazenamento em ultrafreezer a -80 °C XgaROMEIRO, 2005)
e em papel-filtro, par&ol e As(DHINGRA; SINCLAIR, 1985).



2.2. Origem, isolamento, cultivo e preservacao dos agentes de controle bialogi

Amostras de solo e raizes foram obtidas de vérias culturas e @gibek 1)
e de cada amostra foram isolados rizobactérias totais, bactérias endosporogénicas e
actinomicetos. As amostras foram provenientes de plantios de tomate convencional e
organico, floresta nativa e de floresta de eucalipto. Nas amostras oriundas de plantio
de tomate, as amostras foram coletadas de plantas-escapes, sadias ou com baixa
incidéncia de doencas. Para obtencdo do lavado, adicionou-se 20 g de solo e raizes
de cada uma das amostras em frascos contendo 200 mL de solucao salina (0,85%) e
Tween 80 (0,0%). Os frascos foram agitados a 200 rpm por 1 hora e depois
sonificados por 20 min. Para o isolamento das rizobactérias totais foi realizada a
diluicdo seriada fator 10, utilizando uma aliquota de 1 mL do lavado (ROMEIRO
2007a). Aliquotas de 100L de cada diluicdo (Iba 10™) foram espalhadas no
meio sélido (15 g I de &gar) de Kado e Heskett (1970). Este meio contém sacarose
(10 g LY, caseina é&cida hidrolisada (8 g)Lextrato de levedura (4 g1, K.HPO,
(2 g LY) e MnSQ (0,03 g ™Y); o pH foi ajustado para 7. Apés 24 horas de incubagao
a 28°C, coldnias individuais com diferentes caracteristicas morfolégicas foram
selecionadas e transferidas para tubos contendo o mesmo meio inclinado
(ROMEIRO, 2007a). O método de Fdldssal. (2000) foi adotado para o isolamento
de bactérias formadoras de endésporo. Uma aliquota de 1 mL do lavado foi transfe-
rida para 15 mL do meio liquido de Finley e Fields (1962) para induzir a formacédo
de endésporo. Este meio contém extrato de carne (3),gpeptona (1,9 gt) e
MnSQ; (0,03 g L'Y); o pH foi ajustado para 7 (FINLEY; FIELDS, 1962). Depois de
72 horas de incubacdo, a %5 sob agitacdo a 200 rpm, uma aliquota de 5 mL do
meio foi aquecida a 8, por 10 min, para inativar as células vegetativas. Uma
aliquota de 1 mL foi utilizada na diluicdo seriada e de cada diluicoa(10") foi
espalhada uma aliquota de 100 pL em meio sélido (13 deLagar) de Finley e
Fields. Apos incubacdo por 48 horas, &@8colonias individuais, com diferentes
caracteristicas morfologicas foram selecionadas e transferidas para tubos contendo o
mesmo meio. Para o isolamento dos actinomicetos foi utilizada a técnica de Williams
e Davies (1965) com modificagbes. Uma aliquota de 5 mL do lavado foi aquecida a
80°C, por 10 min, para inativar a maioria dos microrganismos ndo actinomicetos.

Procedeu-se a diluicdo seriada e de cada diluicad 100" foi espalhada uma



aliquota de 100 pL em meio sélido (15 §de agar) extrato de solo agar (PRAMER;
SCHMIDT, 1964) contendo cicloheximida (10 mg)L O meio é composto por

100 mL de sobrenadante de infus&o de solo (200 g de olervido por 5 min e
decantado por 15 min), glicose (1 g)LK,HPQ, (0,5 g L), KNO3 (0,1 g L) e pH
ajustado para 7. Apds incubacéo por 5 dias, ®300l6nias de actinomicetos foram
selecionadas e transferidas para tubos contendo o mesmo meio. As culturas bacte-
rianas foram preservadas por longo prazo por meio de repicagens quadrimestrais,

tubo a tubo, e mantidas 2@ em refrigerador.

2.3. Aplicagéo dos antagonistas em tomateiro

Os antagonistas foram aplicados nas plantas por microbiolizacdo de sementes.
Culturas de rizobactérias e actinomicetos com 24 e 48 horas de cultivo, respectiva-
mente foram usadas para microbiolizar as sementes de tomateiro (cultivar Santa
Clara). A densidade otica (R4 foi ajustada para 0,5 (aproximadamente 5 x
10" UFC mL?), adicionando solugdo salina (0,85%) ao crescimento bacteriano. As
sementes foram desinfestadas com alcool 70% por 30 s e hipoclorito de sodio 2%,
por 3 min; em seguida as sementes foram lavadas em agua destilada. As sementes
foram microbiolizadas com as suspensdes de cada um dos isolados por 12 horas e em
seguida, semeadas em vasos. O controle foi composto de sementes ndo micrébio-

lizadas.

2.3. Producéo das plantas de tomateiro

Os experimentos foram conduzidos em vasos de plastico com capacidade
para 2 dm de substrato. O substrato foi uma mistura de solo esterilizado, himus e
areia, na proporcdo 3:1:1 (v:v). Para cadd desubstrato foi adicionado 1,63 g de
fosfato de calcio monobasico. Sementes de tomateiro foram semeadas em nimero de
seis sementes por vaso. Apos emergéncia, foram deixadas duas plantas por vaso.
Quinze dias apds semeadura, as plantas de tomateiro em cacscedsoam 100 mL
de solugéio nutritiva, contendo em mg, 1192 de KCI, 104,48e K.SO,, 150,35 de
MgSO,.7H,O, 61 de ureia, 0,27 d&NHsMO-0,4.4H,0, 1,61 de HBOs;, 6,67 de
ZnSQ, 1,74 de CuS©5H,0, 4,10 de MnGl4H,;0, 4,08 de FeS£O7H,O e 5,58 de

EDTA bisddico. A solucdo também foi aplicada na segunda e terceira semana apos



semeadura. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao (temperatura de 20 a
30°C e umidade relativa de 75%) irrigadas diariamente.

Em decorréncia do grande namero de antagonistas a serem testados, a selecdo
foi realizada em seis ensaios, com 100 antagonistas testados em cada um e no altimo
ensaio foram testados 135 isolados. Em cada ensaio sementes ndo microbiolizadas

foram utilizadas como controle.

2.4. Inoculagcdo comX. gardneri e avaliacdo da severidade da mancha-bacte-

riana do tomateiro, em plantas cultivadas em substrato esterilizado

Plantas com o quinto par de folhas completamente desenvolvidos foram ato-
mizadas com uma suspensao de indculoXde(ODss= 0,15, aproximadamente
2 x 1¢ UFC mL') com auxilio de atomizador De Vilb$ b5. As plantas foram
acondicionadas 24 horas antes e depois da inoculacdo em camara Umida a 26 °C.
Posteriormente, as plantas retornaram a casa de vegetacao até o surgimento dos sin-
tomas da doenca. A severidade foi avaliada utilizando a escala diagramética proposta
por Mello et al (1997). Para avaliar a severidade da mancha-bacteriana, as plantas
foram dividas em tercos: inferior, médio e superior e em cada um dos tercos, foi
escolhida a folha com maior severidade. No final, foi feita uma média dos valores de
severidade nas folhas dos trés tercos para as duas plantas da repeticdo de cada

tratamento.

2.5. Inoculacao conf. oxysporum f. sp. lycopersici e avaliacdo da severidade da
murcha-de-fusario do tomateiro, em plantas cultivadas em substrato

esterilizado

Plantas de tomateiro com o quarto par de folhas completamente desenvolvi-
dos foram inoculadas com o patégdfm 1,3 x 13 microconidiosmL™. A suspen-
sdo de microconidios foi calibrada em camara de Neubauer, com auxilio de micros-
copio de luz, utilizando objetiva de 20x. As plantas foram retiradas dos vasos, 0O sis-
tema radicular foi cuidadosamente lavado em agua de torneira corrente e seccionado
1 cm a partir do apice. Em seguida, as raizes foram submersas por 3 min na suspen-
sdo de conidios do patdogeno e novamente plantadas EREIS 2005). A severi-

dade da doenca foi avaliada quando surgiram o0s sintomas tipicos da doenca,



utilizando uma escala de notas proposta por DeeCall (1995), em que 1 = plantas

sem sintomas, 2 = folhas baixeiras amarelas, 3 = folhas baixeiras mortas e algumas
folhas superiores amarelas, 4 = folhas baixeiras mortas e algumas superiores murchas
e 5 = planta morta. A partir das notas, foi calculado o indice de doenca (ID) através

da férmula proposta por Mckinney (1923):

(1xA) + 2xB) + (3x0) +(4><D)+(5><E)><

1
5Xn 00

(ID%) =

em que A, B, C, D e E = numero de plantas com as notas 1, 2, 3, 4 e 5, respectiva-
mente; e n = numero total de plantas (n = A + B + C + D +E) multiplicado pelo

numero maximo da escala de notas.
2.6. Selecéo massal

Foram selecionados os antagonistas capazes de reduzir 60% ou mais a
mancha-bacteriana e em 50% ou mais a murcha-de-fusario em plantas de tomateiro,
cultivadas em substrato esterilizado. Cada antagonista selecionado foi novamente
desafiado contra os patégenkg e Fol, em plantas cultivadas em substrato ndo
esterilizado. Testou-se também a eficiéncia dos antagonistas selecionados para o
biocontrole da pinta-preta do tomateiro, causadaAsoem plantas cultivadas em

substrato nao esterilizado.

2.7. Inoculacdo comX. gardneri e avaliacdo da severidade da mancha-bacte-

riana do tomateiro, em plantas cultivadas em substrato ndo esterilizado

O experimento foi elaborado a semelhanca do experimento anterior, em que
as plantas foram inoculadas codg, em que as mesmas foram cultivadas em
substrato esterilizado. Entretanto, os antagonistas foram aplicados nas plantas por
microbiolizacdo de sementes e encharcamento de solo. Foram adicionaao$ 50
da suspenséao de cada um dos isolado no solo, cinco dias antes da inoculago com
A densidade dtica (D) foi ajustada para 0,5 (aproximadamente 5% WEC mL?),
adicionando solucao salina (09%8pao crescimento bacteriano. Plantas pulverizadas

com oxicloreto de cobre foram utilizadas como controle negativo da mancha-



bacteriana. Para a quantificacdo da mancha-bacteriana, as folhas de tomateiro foram
escaneadas, depois processadas cawftaare Adobe Photoshop Element§ @ a
severidade da doenca estimada casnfowvareQUANT® (LIBERATO, 2003).

2.8. Inoculacao conf. oxysporum f. sp. lycopersici e avaliacdo da severidade da
murcha-de-fusério do tomateiro, em plantas cultivadas em substrato ndo

esterilizado

O experimento foi elaborado a semelhanca do experimento anterior, em que
as plantas foram inoculadas cdrol, em que as mesmas foram cultivadas em
substrato esterilizado. Entretanto, todos os antagonistas foram testados em um Unico
ciclo. Os antagonistas foram aplicados nas plantas por microbiolizacdo de sementes e
encharcamento de solo, cinco dias antes da inocula¢dd-abrA densidade Otica
(DOs49) foi ajustada para 0,5 (aproximadamente 5 ¥ LIFC mL?Y), adicionando
solucéo salina (0,85%) ao crescimento bacteriano. A unidade experimental foi cons-

tituida de seis plantas por vaso, com capacidade dé 8elsolo.

2.9. Inoculagcdo comA. solani e avaliacdo da severidade da pinta-preta do

tomateiro, em plantas cultivadas em substrato nao esterilizado

O experimento foi elaborado a semelhanca dos experimentos anteriores no
processo de selecdo massal dos antagonistas ¢tmea-ol, em que as plantas
foram cultivadas em substrato esterilizado. Para a esporulacdg defungo foi
cultivado em meio V8 (200 mL de ¥820 g de CaC&e 800 mL de agua destilada),
a 25°C, no escuro, sob agitacdo durante sete dias. Ap6s esse periodo, a massa de
micélio foi triturada em liquidificador e a suspenséo depositada em meio BDA
(pH 6,5) em placas de Petri, as quais permaneceram em camaras de crescimento tipo
B.O.D., a 25'C, sob luz negra, com 12 horas de fotoperiodo (RODRIG&LES,
2010). Plantas de tomateiro com o quinto par de folhas completamente desenvolvido
foram pulverizadas com a suspensédo de conidios. dmlanina concentracdo de
5,0 x 1¢ conidios mL* com auxilio de um atomizador De Vilb3I5. Apés inocula-
céo, as plantas ficaram por 24 horas em camara Umid€Ca @&iando surgiram os
sintomas da pinta-preta a doenca foi avaliada utilizando-se a escala diagramatica

proposta por Bofet al (1991). Os dados da escala diagramatica foram utilizados
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para calcular a area abaixo da curva do progresso da pinta-preta (AACPPP), de
acordo com a formula proposta por Shaner e Finney (1997). Todas as folhas de cada
planta foram utilizadas para quantificar a severidade da pinta-preta, obtendo-se a

média da severidade das folhas para as duas plantas da repeticdo de cada tratamento.

2.10. Bioensaio de colonizacdo de raizes

Foi verificado o potencial dos antagonistas selecionados no processo de
selecdo massal em colonizar o sistema radicular de plantulas de tomateiro; os
bioensaios foram realizados segundo Sétval (2003), com algumas modifica¢des.

Culturas de rizobactérias e actinomicetos com 24 e 48 horas de idade, respec-
tivamente foram usadas para microbiolizar as sementes de tomateiro (cultivar Santa
Clara). A densidade dtica (R%) foi ajustada para 0,5 (aproximadamente 5 x
10'*°UFC mL*), adicionando solucdo salina (0,85%) ao crescimento bacteriano. As
sementes foram desinfestadas com alcool 70%, por 30 s, e hipoclorito de sodio 2%,
por 3 min; em seguida, as sementes foram lavadas em agua destilada. As sementes
foram microbiolizadas com as suspensdes de cada um dos isolados por 12 horas
Decorrido este intervalo de tempo, as sementes foram transferidas para tubos
contendo Phytagel (2,5 g').(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo), previamente esterilizados.
Inspecdes diarias foram realizadas para deteccédo de crescimento bacteriano em torno
das raizes. Cada tratamento foi repetido trés vezes e cada tubo continha duas

sementes. Sementes ndo microbiolizadas serviram como controle.
2.11. Andlise estatistica dos dados

Os experimentos para avaliar a severidade das doencas foram instalados em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes por tratamento. As

médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Scott- Rroft,@5). Para

analises estatisticas utilizou-se o programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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3. Resultados

3.1. Isolamento das rizobactérias totais, bactérias endosporogénicas e actino-

micetos

Um total de 635 isolados de procariotas foi utilizado, dos quais 590 foram
isolados no presente trabalho (Tabela 1) e 45 obtidos de selecdes anteriores,
realizadas no Laboratorio de Bacteriologia de Plantas da Universidade Federal de
Vicosa (Tabela 2). Dos 590 isolados, 196 foram obtidos pelo método de isolamento
de rizobactérias totais, 229 pelo método de isolamento de rizobactérias endosporogé-
nicas e 165 pelo método de isolamento de actinomicetos. Dos isolados obtidos da
rizosfera de tomateiro, 376 e 82 isolados foram provenientes de cultivo convencional
e organico, respectivamente. Da floresta de eucalipto foram obtidos 57 isolados e de
floresta nativa foram obtidos 75 isolados.

Tabela 1- Isolados bacterianos obtidos de solo de rizosfera de diferentes plantas, em
diferentes condi¢cdes de cultivo, para selecdo de antagonistas a serem
utilizados no biocontrole da murckafusario e da mancha-bacteriana
do tomateiro

N2 da Amostra Origem Natureza N2 do Isolado
RT lal2
1 Tomate convencional RE' 115a118
Coimbra MG RE? 168 a 186
AC 273 a 292
RT 13a40
2 Tomate convencional RE' 119a128
Coimbra MG RE? 187 a 200
AC 293 a 302
RT 41 a 50
3 Tomate convencional RE' 201a209
Coimbra MG RE? 210a214
AC 303 a312
RT 238 a 253
4 Tomate convencional RE' 1292142
Coimbrag MG RE2 83 a 100
AC 313 a 320
Continua...
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Tabela 1, cont.

N? da Amostra Origem Natureza N2 do Isolado
' RT 67 a 82

Tomate convencional RE& 233 g 237

5 Horta-velha UFVY >

Vicosg MG RE 51266

AC 321a372
' RT 215 a 232
Tomate convencional REX 143 a 156

6 Horta-velha UFV 5
Vicosa MG RE 254 a 272
AC 385 a 392
RT 101 a 114
7 Tomate organico, Sitio RE! 157 a 164
Criciiima, VigosaMG RE? 165 a 167
AC 393 a 406
RT 486 a 495
8 Tomate convencional RE' 420 a 422
Amajari, Roraima RE 415 a 419
AC 568 a 570
. RT 496 a 507
Flo,re_zsta de Euc_:ahptp REL 423 2 427

9 Patio Pacanari, Jari

celulose SAPA RE 428 a432
AC 407 a 410
. RT 508 a 524
Floresta de I_Eucallpto REL 433 2 436

10 Area 01, Jari celulose >
SA PA RE 437 a 442
AC 411 a 414
RT 525 a 545
11 Floresta Nativa, Area RE' 443 a 445
20, Jari celulose SAPA RE? 446 a 448
AC 373 a 384
. . RT 546 a 560
Flore§ta Nativa, Divisa REL 449 a 451

12 das areas 11 e 26, Jar >
celulose SAPA RE 452 a 464
AC 571 a 575
RT 561 a 567
13 Tomate organico RE' 465 a 471
Brumadinho MG RE? 472 a 485
AC 576 a 590

!Isolamento em meio extrato de solo-agertsolamento em meio 523. Total de bactérias obtidas: RT
= rizobactérias totais =19®RE = rizobactérias endosporogénica®39 e AC = actinomicetos =
165.
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Tabela 2- Isolados bacterianos pertencentes a colecdo do Laboratério de Bacterio-
logia de Plantas da Universidade Federal de Vigosa

Isolados Identificag&o Natureza Referéncia Cé_lo_lgnede
591 NI Bactéria Silva (2002 BO26R
592 Bacillus cereus Bactéria Silva (2002) UFV101
593 Pseudomonas putida Bactéria Halfeld-Vieira (2002a) UFV0073
594 NI Bactéria Silva (2002) B423R
595 Bacillus cereus Bactéria Silva (2002) B212R
596 NI Bactéria Silva (2002) B256R
597 NI Bactéria Silva (2002 B205R
598 Bacillus cereus Bactéria Halfeld-Vieira (2002a) IEA6
599 NI Bactéria Silva (2002) B101R
600 NI Bactéria Silva (2002) B224R
601 NI Bactéria Silva (2002) BO23R
602 NI Bactéria Silva (2002) B302
603 NI Bactéria Silva (2002) UFV005
604 Bacillus cereus Bactéria Vieira Junior (2005) UFV172
605 Bacillus cereus Bactéria Vieira Junior (2005) UFV75
606 Pse“gforgggif putida g téria Mendonca 2006) RP053
607 NI Bactéria Silva (2002) B322R
608 NI Bactéria Silva (2002) B235R
609 Bacillus cereus Bactéria Vieira Janior (2005) UFVO075
610 NI Bactéria Silva (2002) B403R
611 NI Bactéria Silva (2002) B182R
612 NI Bactéria Silva (2002) B412R
613 NI Bactéria Silva (2002) B316R
614 NI Actinomiceto Silva 2002) A479R
615 Streptomyces setonii  Actinomiceto MacagnanZ005) Ac79
616 Streptomyces setonii  Actinomiceto Macagnan Z005) Acl9
617 Streptomyces setonii  Actinomiceto Carrer Filho 2001) RD1
618 Streptomyces setonii  Actinomiceto MacagnanZ005) Ac26
619 Actinomiceto Silva (2002) A092R
620 Streptomyces setonii  Actinomiceto MacagnanZ005) Ac04
621 Streptomyces setonii  Actinomiceto MacagnanZ005) Ac68
622 NI Actinomiceto Moura (1996) BF76B
623 NI Actinomiceto Moura (1996) BFO4
624 NI Actinomiceto Moura (1996) BF22
625 NI Actinomiceto Moura (1996) BF114

Continua...
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Tabela 2, cont.

Isolados Identificacdo Natureza Referéncia Cé_?ggszde
626 NI Actinomiceto Silva (2002) AO58R
627 NI Actinomiceto Moura (1996) BF113C
628 NI Actinomiceto Moura (1996) BF112
629 NI Actinomiceto Moura (1996) BF182
630 NI Actinomiceto Silva (2002) A097R
631 NI Actinomiceto Moura (1996) BF76
632 NI Actinomiceto Moura (1996) BF110
633 NI Actinomiceto Silva 2002) AO67R
634 iocarclondes Actinomiceto  Carrer Filho 2001) SON17
635 NI Actinomiceto Moura (1996) BF17

"599 e UFV592 sdo o mesmo isoladoBieillus cereus

NI!= n3o identificado.

3.2. Selecédo massal

mancha-bacteriana e a muratafusario em tomateiro em pelo menos 60 e 50%,
respectivamente. Dos isolados selecionados, 25 foram obtidos no presente trabalho e
quatro oriundos da cole¢do do Laboratério de Bacteriologia de Plantas da Universi-
dade Federal de Vigosa. Do cultivo de tomateiro convencional e organico foram sele-
cionados 17 e dois isolados, respectivamente. Da floresta de eucalipto foram selecio-
nados seis isolados e de mata nativa ndo foi selecionado nenhum isolado. Dos isola-
dos selecionados no presente trabalho, 13 foram obtidos por meio da método-logia de
isolamento de rizobactérias totais, oito foram obtidos pela metodologia de isolamento

de bactérias endosporogénicas e quatro foram obtidos pela metodologia de isola-

mento actinomicetos.
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Tabela 3- Isolados de rizobactérias que reduziram a mancha-bacteriana e a dedfeserio em plantas de tomateiro, em 60% ou
mais e 50% ou mais, respectivamente, em relacdo a testemunha (plantas nédo tratadas com os isolados bacterianos)

% de Reducao da

% de Reducado da Mancha-

Isolado Origem do Isolado Natureza Murcha-de-Fusarium Bacteriana
UFV12  Tomate convencionaCoimbra MG RT 60,01 80,57
UFV13  Tomate convencionaCoimbrg MG RT 60,01 71,80
UFV19  Tomate convencionagCoimbrg MG RT 60,01 75
UFV90  Tomate convenciongHorta-velha UFVVicosa MG RT 60,01 84,62
UFV100 Tomate convenciongHorta-velha UFVYVicosg MG RT 80 71,80
UFV103 Tomate orgéanico, Sitio Criciima, VicQddG RT 80 91,03
UFV113 Tomate organico, Sitio Criciima, VicoddG RT 60,01 88,47
UFV128 Tomate convencionaCoimbrg MG RE 60,01 82,06
UFV187 Tomate convencionaCoimbrg MG RE 60,01 82,06
UFV205 Tomate convencionaCoimbra MG RE 71,43 73,02
UFV214 Tomate convencionaCoimbrg MG RE 71,43 71,43
UFV216 Tomate convencionaCoimbrg MG RE 60,01 79,37
UFV221 Tomate convencionaCoimbrg MG RE 60,01 82,54
UFV252 Tomate convenciongHorta-velha UFVYVicosg MG RE 71,43 79,37
UFV302 Tomate convencionaCoimbrg MG AC 54,55 70,22
UFV365 Tomate convencionaHorta-velha UFVYVicosg MG AC 89,82 65,96
UFV411 Tomate convencionaCoimbrg MG AC 63,64 61
UFV418 Tomate convencional, Amajari, Roraima AC 71,43 76,67
UFV428  Floreta de eucalipto Patio Pacanari, Jari celuloseP3A RE 71,43 90,48
UFV487 Tomate convencional, AmajaRRoraima RT 70 67,22
UFV500 Floreta de eucalipto Péatio Pacanari, Jari celuloseP3A RT 60,01 70,5
Continua...
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Tabela 3, cont.

0, 3 0, a -
Isolado Origem do Isolado Natureza % de Reducdo da % de Reducdo da Mancha

Murcha- de-Fusarium Bacteriana
UFV502  Floresta de eucalipto Patio Pacanari, Jari celulosdP8A RT 60,01 70,5
UFV508 Floresta de eucaliptoArea 01, Jari celulose SRA RT 60,01 70,5
UFV516 Floresta de eucaliptoArea 01, Jari celulose SRA RT 60,01 63,94
UFV518 Floresta de eucaliptoArea 01, Jari celulose SRA RT 60,01 93,73
UFV59Z  Silva (2002) Bacillus fgrﬁu"‘UFV' 80 70
UFV599  Silva (2002) Bacillus cereugB101R) 60,01 70
UFV618 MacagnanZ005) Strept(()'gr:; éCGe)S setonil 80 70
UFV633  Silva (2002) AC (AO67R) 60,01 84,01

RT = rizobactéria totalRE = rizobactéria endosporogénica; e AC = actinomiceto. *UFV592 e UFV599rmmiasrno isolado dBacillus cereus
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3.3. Bioensaio dos antagonistas selecionados em promover o controle da
mancha-bacteriana, murchade-fuséario e da pinta-preta em plantas de

tomateiro cultivadas em substrato ndo esterilizado

Dos 29 isolados, 22 foram capazes de reduzir a severidade da mancha-bacte-
riana do tomateiro e 11 reduziram a doenca em patamar semelhante ao proporciona-
do pelo fungicida oxicloreto de cobre (Figura 1). Os isolados 103, 90, 205, 365 e 592

reduziram a severidade em 95, 91, 88, 87 e 80%, respectivamente.

411 D
214 D
19 D
500 D
Controle C
516 C
12 C
508 C
216 B
221 B
618 B
100 B
302 B
633 B
252 B
487 B
13 B
418 B
428 A
502 A
128 A
599 A
187 A
113 A
592 A
365 A
205 A
Fungicida A
518 A
90 A
103 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Severidade

Isolados

Figura 1- Biocontrole experimental da mancha-bacteriana do tomateiro por rizobac-
térias. O controle positivo foi composto por plantas nao tratadas com os
antagonistas e no controle negativo as plantas foram pulverizadas com
oxicloreto de cobre. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem esta-
tisticamente pelo teste Scott-Knd< 0.05).
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Dos isolados selecionados, 13 foram eficientes em reduzir o indice de doenca
(ID) da murchadefusério (Figura 2). Os isolados 592, 618, 12, 620 e 252 reduziram
olD em 43, 43, 38, 36 e 35%, respectivamente.

418 B
365 B
187 B

Controle B
502 B
633 B
508 B
516 B
103 B

90 B
518 B
128 B
19 B

428 B

113 B

302 B

221 B

487 B

599 A

205 A

13 A

500 A

214 A

100 A

411 A

216 A

252 A

620 A

12 A
618 A
592 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ A‘

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
indice da murcha-de-fusério

Isolados

Figura 2— Biocontrole experimental da murcda-fusario por isolados de rizobacté-
rias. O controle foi composto por plantas n&do tratadas com os antagonis-
tas. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste Scott-KnottR < 0.05).

No biocontrole experimental da pinta-preta do tomateiro, 15 dos 29 isolados
reduziram a AACPPP (Figura 3). Quatro antagonistas reduziram a AACPPP da
doenca a um nivel igual ao das plantas que foram pulverizadas com o fungicida clo-
rotalonil. Os isolados 302, 252, 618 e 214 reduziram a AACPPP em 60,5, 58, 54,5
52,5, respectivamente.
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Figura 3—- Area abaixo da curva do progresso da pinta-preta (AACPP) em planta de
tomateiro tratadas com rizobactérias e com chlorotalonil. O controle foi
composto por plantas ndo tratadas com os antagonistas. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott
(P<0.05).

Os isolados 252, 618, 592, 599 e 302 proporcionaram maior reducao média

da severidade da mancha-bacteriana, mudetfasario e da pinta-preta (Tabela 4).

3.4. Bioensaio de colonizagéo de raizes

Todos os 29 isolados selecionados (Tabela 3) foram capazes de colonizar o

sistema radicular.
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Tabela 4- Ordem decrescente dos antagonistas que mais reduziram a hercha-
fusério, mancha-bacteriar@apinta-preta do tomateiro, em percentagem
meédia, em relacdo a testemunha (plantas ndo tratadas com os isolados
bacterianos)

% da

% de Reducdo % de Reducdo o Reducdo  Reducéo

Isolados Natureza da Murcha-de da Manpha— da Pinta-Preta Média das
Fusarium Bacteriana Doencas
UFV252 RE 35,03 49,77 58,96 47,92
UFV618 AC 42,62 41,69 54,67 46,33
UFV592* RE 21,31 80,35 24,42 42,03
UFV599* RE 22,95 72,82 27,90 41,22
UFV302 AC 14,75 46,76 60,46 40,66
UFV365 AC 0 81,10 40,19 40,43
UFV90 RT 8,2 91,33 19,32 39,62
UFV205 RE 24,59 87,09 0 37,23
UFV428 RE 11,48 67,67 28,54 35,90
UFV103 RT 6,56 94,89 0 33,82
UFV216 RE 31,15 37,37 30,17 32,90
UFV487 RT 21,31 52,80 21,23 31,78
UFV502 RT 0 69,64 22,89 30,84
UFV113 RT 13,11 78,11 0 30,41
UFV128 RE 9,84 70,93 5,62 28,80
UFV13 RT 24,59 60,34 0 28,31
UFV214 RE 27,87 0 52,62 26,83
UFV100 RT 29,51 45,96 0 25,16
UFV187 RE 0 73,34 0 24,45
UFV411 AC 31,15 0 40,76 23,97
UFV418 AC 0 63,11 0 21,04
UFV12 RT 37,70 19,58 0 19,09
UFV221 RE 14,75 38,85 0,20 17,93
UFV633 AC 1,64 47,81 1,53 16,99
UFV500 RT 26,23 0 1,84 9,36
UFV508 RT 1,64 25,26 0 8,97
UFV19 RT 9,84 0 14,88 8,24
UFV516 RT 6,56 2,49 0 3,02

"Os isolados UFV592 e UFV599 sdo o mesmo isoladoBdeillus cereus(UFV-101) RT =
Rizobactéria totalRE = Rizobactéria endosporogénica; e A@ctinomiceto.
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4. Discussao

Somente cerca de 0,1 a 1% das bactérias séo cultivAveis em condi¢des de
laboratorio e mesmo para as cultivaveis s6 as mais abundantes sdo isoladas,
permitindo a obtencdo de cultura pura (MADIGAH al, 2000). Possivelmente,
muitas bactérias que seriam eficientes no controle de doencas em plantas ndo sdo
cultivaveis em condi¢cbes de laboratdrio. Buscando amostrar uma maior diversidade,
foram isoladas bactérias da rizosfera de pk@$cape ou apresentando baixa
severidade de doencas em cultivo de tomateiro convencional e organico, da florest
de eucalipto e de floresta nativa, utilizando metodologias para o isolamento de
actinomicetos e de rizobactérias totais e endosporogénicas. Solos supressivos a varios
patégenos de solo tém sido associados a presenca de edp&sesidomonaspp.
(MAZZOLA, 2002; SIDDIQUI et al, 2005; RAMETTEet al, 2006). Entretanto,
produtos comercializados a base Blgeudomonaspp. fluorescentes tém, geral-
mente, falhado no biocontrole, em virtude da curta viabilidade por longo periodo de
tempo, j& que essas bactérias ndo produzem estrutuessiéncia (SHANMUGAM,;
KANOUJIA, 2011). Procurando amostrar grande numero de isolados bacterianos
capazes de produzir esporos de resisténcia, foram utilizadas técnicas especificas para
a obtencdo de rizobactérias endosporogénicas e actinomicetos. Algumas espécies de
bactérias gram positivas pela habilidade de produzirem esporos resistentes ao calor e
a dessecacdo podem ser prontamente formuladas em produtos estaveis
(SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011). Bactérias endosporogénicas e actinomicetos
sobrevivem por longo periodo de tempo, em comparacdo com as bactérias nédo
endosporogénicas, uma vez que endosporos sdo tidos como a estrutura biolégica de
maior resisténcia aos fatores quimicos e fisicos (MADI@ABIL, 2000 HAMDALI
et al, 2008). Adicionalmente, algumas bactérias endosporogénicas e actinomicetos
podem produzir substancias antimicrobianas (DEMAIN; LANCINI, 2001
HAMDALI et al, 2008), assim como podem induzir resisténcia em plantas
(HALFELD-VIEIRA, 2002b; SILVAet al, 2004 HAMDALI et al, 2008).

Dos 635 isolados, 29, ou seja 4,56% foram capazes de reduzir as doencas do
tomateiro causadas péol e Xg em 50% ou mais e em 60% ou mais, respectiva-
mente. Comparado a outros processos de selecao de candidatos, a antagonista para o
controle de doengas em plantas, o isolamento de bactérias da rizosfera de plantas-
escape ou apresentando baixa severidade de doencas em cultivo de tomateiro com-
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vencional e organico, de floresta de eucalipto e de floresta nativa, utilizando meto-
dologias para o isolamento de actinomicetos e de rizobactérias totais e enddsporo-
génicas, apresentou bom percentual de microrganismos selecionados. Segundo Chen
et al (1996), o numero de rizobactérias eficientes no controle biolégico néo
ultrapassa 0,6% do total da populag¢édo. Foram isoladas 500 bactérias da rizosfera de
plantas de tomate sadias, selecionou-se 28, ou seja, 5,6% capazes de reduzir a pinta-
bacteriana do tomateiro (SILVA; ROMEIRO, 2004). No trabalho de Silva e Romeiro
(2004),a percentagem de rizobactérias selecionadas foi semelhante com a percenta-
gem do processo de selecdo do presente trabalho. No entanto, no presente trabalho
foram selecionadas rizobactérias capazes de reduzir a severidade de duas doencas e
no trabalho de Silva e Romeiro (2004) apenas de uma.

Na rizosfera de plantas de tomateiro convencional e organico foram
selecionados 4,52 e 2,44% dos isolados obtidos, respectivamente. Na rizosfera de
floresta nativa ndo foi selecionada nenhuma rizobactéria e na floresta de eucalipto
foram selecionados 10,52% dos isolados. Era esperado maior percentual dos isolados
selecionados nas plantas de tomateiro, no entanto, a maioria dos isolados selecio-
nados foi obtida da rizosfera de plantas de eucalipto. Talvez isto seja explicado
porque bactérias sao organismos muito versateis fisiologicamente (MADéGAIN
2000). Dessa forma, bactérias isoladas na rizosfera de uma cultura poderiam ser
capazes de promover o controle de doenca em outra cultura, tracando um paralelo
com as bactérias fitopatogénicas que, na auséncia do hospedeiro principal, sao
capazes de parasitar hospedeiros alternativos ou de sobreviver em seu filoplano
(ROMEIRO, 2005), bactérias antagonistas poderiam sobreviver em outras.plantas
Ha muitos exemplos na literatura de microrganismos isolados em uma cultura
promovendo o biocontrole em outra cultura. Um isoladé@sieudomonas putida
um isolado deBacillus cereusobtidos de tomateiro foram eficientes na reducdo da
severidade do crestamento bacteriano comum do feijoeiro quando pulverizados no
filoplano (GARCIA, 2008). O isoladB. atrophaeuss2BC-2 foi isolado de rizosfera
de plantas de jardim e aplicado por microbiolizacdo de sementes e encharcamento de
solo em plantas de tomateiro, as plantas tratadas com S2BC-2 tiveram reducdo na
severidade de 57 e 50% nas plantas inoculadas Fegne As respectivamente
(SHANMUGAM et al, 2011). Parece que isolados provenientes de uma cultura
podem exercer o controle de doencas em outra cultura. No presente trabalho foi

mostrado que bactérias provenientes da rizosfera de plantas tanto de tomateiro
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quanto de eucalipto foram eficientes no controle biolégico da mancha-bacteriana e da
murchadefusario.

No bioensaio dos antagonistas selecionados em plantas de tomateiro cultiva-
das em substrato ndo esterilizado, foi observado que alguns isolados n&do foram
capazes de reduzir a severidade da mancha bacteriana e o ID da murcha-de-fuséario
em solos n&o esterilizados. Possivelmente, por ndo serem capazes de competir com a
microbiota autoctone do solo, ndo sendo capazes de manter a sua populacdo em um
nivel adequado para exercer o biocontrole. Resultados semelhantes foram obtidos por
Yuan e Crawford (1995) para o isolado Steeptomyces lydicud/ YEC108, que foi
selecionado por sua eficiéncia em controlar varios patdgenos de solo. A populacéo
do isolado WYEC108 guando adicionada a solo néo esterilizado foi 100 vezes menor
do que a populacédo do agente de biocontdieionada a solo esterilizado. Os auto-
res postularam que a competicdo com a microbiota indigena no solo nédo esterilizado
foi provavelmente responsavel por esse decréscimo na populacdo do isolado
WYEC108. Quinze dos 29 isolados selecionados para o biocontrole ddamanc
bacteriana e da murcha-de-fusario foram eficientes em reduzir a AACPPP em solo
esterilizado.

A capacidade de colonizacdo do sistema radicular € uma corsiigiqua
non para que um isolado bacteriano seja considerado uma PGPR (van &tGON
1998). Todos os 29 isolados selecionados foram capazes de colonizar o sistema
radicular e de reduzir a severidade da mancha-bacteriana e da murcha-de-fusario em
plantas de tomate em solo esterilizado. Possivelmente, o biocontrole foi conseguido
porque na auséncia da microbiota autdctone do solo, os isolados conseguiram
estabelecer na rizosfera das plantas de tomate em um nivel populacional adequado
para que suas atividades antagonisticas fossem exercidas; ja& em condi¢cdes de solo
nao esterilizado alguns dos isolados ndo foram efetivos no biocontrole.

Os resultados permitem concluir que: i) o isolamento de bactérias da rizosfera
de plantas-escape ou apresentando baixa severidade de doencas em cultivo de
tomateiro convencional e organico, de floresta de eucalipto e de mata nativa,
utilizando metodologias para o isolamento de actinomicetos e de rizobactérias totais
e endosporogénicas, foi eficiente para obtencdo de antagonistas para o controle da
manha-bacteriana e da muratafusario; ii) nas plantas cultivadas em substrato
esterilizado foram selecionadas 29 rizobactérias capazes de controlar tanto a mancha-

bacteriana quant@ murchaedefusario; iii) alguns dos 29 isolados bacterianos
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selecionados nao foram capazes de exercer o biocontrole em solo nao esterilizado e
15 isolados foram eficientes no controle da pinta-peeta) todas as rizobactérias
selecionadas foram capazes de colonizar o sistema radicular de plantulas de toma-
teiro.

E necessario determinar os mecanismos responsaveis pela eficiéncia dos
agentes de biocontrole contra os patégenos flngicos e bacteriano, uma vez que
podem estar envolvidos a antibiose, o parasitisoompeticdo por nutrientes ou até
a inducdo de resisténcia, ja que a inespecificidade de cod&dleencas causadas

por diversos organismos é uma das caracteristicas deste mecanismo de agao.
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Rizobactérias e acido jasmonico na reducéo dos sintomas de doencas do
tomateiro e na atividade de enzimas de defesa

Resumo: Avaliou-se a capacidade dos antagonistas UFVBi@gtomyces seto)ii

UFV592 Bacillus cereuse UFV252 (ndo identificado) e o indutor &cido jasménico

(AJ) no controle da mancha-bacteriana, murcha-de-fugapimta-preta e na ati-

vidade de enzimas de defegat,3-glucanases (GLU), quitinases (QUI), peroxidases
(POX), polifenoloxidases (PFO), lipoxigenases (LOX) e fenilalanina aménia-liases
(FAL), além da concentracdo de aldeido malénico (MDA). Para cada um dos pato-
genos desafianteé&anthomonas gardne(Kg) Fusarium oxysporurh sp.lycopersici

(Fol) e Alternaria solani(As) foram esquematizados dois experimentos, sendo um
para a quantificacdo da severidade e o outro para a obtencédo de amostras para as ana-
lises bioquimicas. Os antagonistas foram aplicados nas plantas por microbiolizacéo
de sementes e também por encharcamento de solo, cinco dias antes da inoculacéo
dos patdgenos desafiantes e o AJ foi pulverizado nas plantas 48 horas antes da inocu-
lacdo. Os tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e o AJ reduziram significativa-
mente a AACPMB, AACPID e AACPP, exceto para as plantas inoculadag\som

para o tratamento UFV618 ndo houve reducédo significativa da AACPPP em compa-
racdo ao controle. Os resultados permitem concluir que para as plantas inoculadas
com Xg, a aplicacdo do antagonista UFV618 resultou em maiores atividades das
enzimas QUI e LOX; maiores atividades das enzimas PPO, QUI e LOX para as
plantas tratadas com os antagonistas UFV592 e UFV252 e das enzimas GLU, QUI,
POX, PPO e FAL para o uso do AJ. Para as plantas inoculadasatoaaplicacao

dos antagonistas UFV618 e UFV592 resultaram em maiores atividades das enzimas
QUI e LOX, além dessas enzimas maiores atividades da POX e FAL para as plantas
pulverizadas com AJ e das enzimas PFO, FAL e QUI para as plantas onde foi apli-
cado o antagonista UFV252. Para as plantas inoculadaggaraplicacdo do anta-
gonista UFV618 ndo resultou em maior atividade de nenhuma enzima de defesa;
maiores atividades das enzimas QUI e FAL para as plantas tratadas com o anta-
gonista UFV592 e das enzimas PFO e FAL para a aplicacdo do antagonista UFV252,
além dessas enzimas maiores atividades da LOX para as plantas pulverizadas com
AJ. Para as plantas inoculadas c¥g) Fol e As em pelo menos uma época de
coleta, a concentracdo de MDA foi maior no controle em comparagdo aos trata-
mentos UFV618, UFV592, UFV252 e AJ, indicando maior dano nas membranas no
tratamento-controle, o que corrobora com os maiores valores de severidade obser-
vados nesse tratamento. E possivel que os antagonistas estudados estejam induzindo
a resisténcia sistémica nas plantas de tomate, pelas seguintes evidencias: i) a sepa-
ragdo espacial entre 0s antagonistas e o patoyene As o0 que exclui o
antagonismo direto; ii) no processo de selecdo dos antagonistas, estes foram eficien-
tes contra varios patdégenos; uma das caracteristicas da inducéo de resisténcia € a ndo
especificidade de protecao; e iii) no presente trabalho, os antagonistas foram capazes
de aumentar a atividade de enzimas de defesa tanto em plantas inoculadas quanto
para as ndo inoculadas cofg, Fol e As
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Biocontrol agents and jasmonic acid in reducing the symptoms of tomato
diseases and activity of defense enzymes

Abstract: We evaluated the ability of antagonists UFV6Rréptomyces seto)ii
UFV592 @Bacillus cereus and UFV252 (unidentified) and, the indutor jasmonic
acid (JA) in controlling bacterial spot, fusarium wilt, and early blight and activity of
defense enzymegi-1,3-glucanases (GLU), chitinases (CHI), peroxidases (POX),
polyphenoloxidases (PPO), lipoxygenases (LOX) e phenylalanine ammonia lyase
(PAL), in addition the concentration of malondialdehyde (MDA). For each of the
challenging pathogerXanthomonas gardner(Xg), Fusarium oxysporunt. sp.
lycopersici(Fol), andAlternaria solani(As), two experiments were schematized one

for quantifying the severity and the other for obtaining samples for biochemical
analyzes. Antagonists were applied to the plants by seed microbiolization and also by
soil drenching five days before inoculation of the challenging pathogen and JA was
sprayed on tomato plants 48 h before inoculation. Treatments UFV618, UFV592,
UFV252 and the JA significantly reduced AACPMB, AACPID, and AACPP, except
for plants inoculated witlA\s for the treatment UFV618 no significant reduction of
AACPPP compared to the control. The results indicate that for plants inoculated with
Xg, the application of the antagonist UFV618 resulted in higher enzyme activities
CHI and LOX; higher enzyme activities PPO, CHI, and LOX for the plants treated
with the antagonists UFV592 and UFV252 and enzymes GLU, CHI, POX, PPO, and
PAL for useJA. For plants inoculated witkol, applying antagonists UFV618 and
UFV592 resulted in higher enzyme activitiésll and LOX, beyond these enzymes
major activities of POX and PAL for plants sprayed with AJ and enzymes PPO,
PAL, and CH for plants in which it was applied antagonist UFV252. And for plants
inoculated with As the application of the antagonist UFV618 not resulted in
increased activity of any enzyme defenswjor activities of the enzymes Cldnd

PAL for the plants treated with the antagonist UFV592 and enzymes PPO e PAL for
applying the antagonist UFV252, beyond these enzymes major activities of LOX to
plants sprayed with JA. For plants inoculated witty Fol, and As at least one
collection time the concentration of MDA in control was higher in comparison to
treatments UFV618, UFV592, UFV252, and JA. Indicating greater damage
membranes in control treatment which corroborates with the highest severity
observed in this treatment. It can be studied as antagonists inducing systemic
resistance in tomato plants, the following evidences: i) the spatial separation between
the antagonist and the pathogémandAs, which excludes the direct antagonism; ii)

in the selection process of the antagonists, these were effective against various
pathogens, a characteristic of inducing resistance is not specificity of protection; and
iii) antagonists in this study were able to increase the activity of defense enzymes in
both plants not inoculated as to inoculated Wt Fol, andAs
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1. Introducéo

O tomateiro $olanum lycopersicuin.) € uma olericola pertencente a familia
Solanaceaee cultivada em ambito mundial (FILGUEIRA, 2000), sendo a cultura
suscetivel a mais de 200 doencas tanto em pré como em pos-colheita (KUROZAWA,;
PAVAN, 1997; AGRIOS, 2005). Em virtude da alta suscetibilidade do tomateiro
doencas, sdo grandes as quantidades de agrotdéxicos empregados para 0 seu controle
(LOPES; SANTOS, 1994; KUROZAWA; PAVAN, 1997). Dentre os problemas
oriundos do uso abusivo de agrotoxicos, pode-se citar a sele¢cdo de populacdes de
microrganismos resistentes aos principios atiggeducdo ou mesma eliminacao
da microbiota benéfica presente no s@ao;ontaminacdo de aquiferos e o longo
tempo de persisténcia e permanéncia de alguns desses compostos no solo e, ou, em
orgaos vegetais (ZAMBOLIM, 2001; CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003).

Para culturas em que nao h& agrotéxicos registrados para o controle de algu-
mas doencas ou para aquelas em que os produtos registrados ndo sdo eficazes, como
no caso das murchas-vasculares e bacterioses, o coitotgdo apresenta-se como
uma alternativa viavel. Para a muradefusario, causada pdtusarium oxysporum
Schl. f.sp.lycopersici(Sacc.) Snyder and Hansen, h4 um produto registrado para a
cultura do tomate, cujo ingrediente ativo € o metam-sadico, que é recomendado para
o tratamento do solo em pré-plantio (AGROFIT, 2012). Para o complexo de bacté-
rias que causam a mancha-bacteriana do tomateiro, aXgaiithomonas vesicatoria
X. euvesicatoriaX. gardnerie X. perforans(JONESet al, 2004), s6 ha registros de
produtos a base de cobre apenas paraesicatoria(AGROFIT, 2012). Para as
demais espécies de bactérias, ndo ha qualquer produto registrado.

Grande gquantidade de fungicida é dispendida no controle da pinta-preta,
causada poAlternaria solaniSorauer (VALEet al, 1992). Fungicidas sdo usados
irracionalmente e em altas doses contaminando o ambiente e prejudicando a saude
dos aplicadores e dos consumidores, geralmente para o controle da pinta-preta, os
campos sado pulverizados de setiez vezes por ciclo da cultura, sem considerar os
riscos ou se as condicdbes ambientais sdo favoraveis a ocorréncia da doenca
(PATTERSON; NOKES, 2000). Em uma pesquisa realizada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), amostras feitas em frutos indicaram que 0s niveis
de residuos de agrotoxicos estavam acima do limite estabelecido pela legislacao
(ANVISA, 2008).
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Alguns métodos de controle, como o bioldgico e, ou, 0 uso de indutores de
resisténcia, devem ser pensados como ferramentas a serem incorporadas ao manejo
integrado de doencas do tomateiro, implicando no uso racional do controle quimico
e, ou, quando o mesmo néo for possivel ou ineficiente (EI-HENDAWaL, 2005;

NAFIE et al, 2011). H4 relatos na literatura de antagonistas procariotas, promo-
vendo o biocontrole de doencas em plantas (ALABOUVETTE, 1995; R¥AN,
2008), inclusive induzindo resisténcia sistémica induzida (van L@O&l, 1998;
SILVA et al, 2004).

Diversos microrganismos, bem como alguns componentes celulares ou seus
produtos, podem atuar indiretamente sobre patégenos, ou seja, ativando mecanismos
latentes de defesa em plantas (SILstAal, 2004; ROMEIRCet al., 2005) Porém, o
controle propriamente dito ndo € devido a acéo direta de fatores antimicrobianos,
mas, sim, na capacidade do indutor em sensibilizar a planta e esta ser capaz de ativar
mecanismos de defesa estruturais e, ou, bioguimicos latentes em resposta ao ataque
de um determinado patogeroC, 2001).

O acido jasmonico e seus derivados jasmonatos sédo considerados como indu-
tores de resisténcia em plantas, atuando como moléculas sinalizadoras de respostas
iniciais a estregsde origem bidtica e ou abidtica (SCHALLER; STINTZI, 2009). A
importancia do acido jasménico no processo de defesa de plantas a patdgenos surgiu
a partir da sua aplicacdo em Solanaceas, desencadeando protecéo local e sistémica a
infeccdo de patdgenos (COHEHN al, 1993). No patossistem& campestrigov.
pruni-pereira houve maior expressao dos genes relacionados com a patogénese pela
aplicacdo do &cido jasmdnico do que pelo acido salicilico (SHERAF, 2012). Em
um estudo com cultura de células de meldo, verificou-se que a aplicacdo do acido
jasmdnico aumentou o nivel endégeno desse hormbnio e a atividade de algumas
enzimas de defesa (NAFHE al, 2011).

Na resisténcia induzida ha um aumento na capacidade de defesa da planta,
desencadeada por especificos estimulos biolégicos e quimicos (van &O&N
1998). A reducédo de doencas pela resisténcia sistémica induzida, promovida por
rizobactérias ou pelos jasmonatos, tem sido acompanhada pelo aumento na atividade
de um grande numero de enzimas de defesa (SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011).

A lipoxigenase (LOX) esta associada com o metabolismo dos lipideos e durante a
peroxidacdo de lipideos pode ocorrer a ativacdo de respostas de defesa em plantas,

incluindo inibicdo direta do patdgeno e acumulacdo de fitoalexinas (AleAMNl,
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1999), a peroxidase (POX) a& polifenoloxidase (PFO) catalisam a formacdo de
lignina (CAMPBELL; SEDEROFF, 1996) e a fenilalanina amoénia-liase (FAL) esta
envolvida na biossintese de fitoalexinas e compostos fendlicos (KLESSIG;
MALAMY, 1994). As proteinas relacionadas a patogénese, @fb,3-glucanase
e a quitinase ao se acumularem nos tecidos vegetais infectados por patdogenos fungi-
cos sdo capazes de degradar a parede celular deles (KEEN; YOSHIKKO82)
Além disso, os oligossacarideos liberados da parede celular fungica a partir da atua-
cao dessas enzimas podem induzir resisténcia no hospedeiro (EtANA2006).

O presente trabalho teve como objetivos estudar o efeito da aplicacdo de
antagonistas procariotas rizosféricos e do &cido jasménico na reducdo da severidade
da mancha-bacteriana, da murcha-de-fusério e da pinta-preta do tomateiro, enfati-

zando a atividade de enzimas de defesa e a concentracdo do aldeido malénico.

2. Material e métodos

2.1. Origem dos microrganismos, cultivo e preservacao

A bactéria patogénicXanthomonas gardneiiXg) (ex Sutic 1957)Joneset
al. (2006) foi obtida de tomateiro em uma lavoura comercial com sintomas de
mancha-bacteriana no municipio de Coimbra, Minas Gerais, Brasil e identificado por
meio do perfil de banda gerados por BOX-PCR (LOUY&L, 1995). Os fungos
fitopatogénicod-usarium oxysporurschl f.sp. lycopersici(Fol) (Sacc.) Snyder and
Hansen (raca &) Alternaria solani(As) Soraueiforam obtidos da colecao de fungos
da Clinica de Doencas de PlantadJi®/ e da colecdo de patégenos do Labotatorio
de Biologia de Populagfes de Fitopatégenos da UFV, respectivamente. Os antagonis-
tas previamente selecionados como agentes de biocontrole para doencas de plantas
(SILVA et al, 2004; ROMEIROet al, 2005; MACAGNAN et al, 2006;
MACAGNAN et al, 2008) foram identificados comBacillus cereus(UFV592)
(FRANKLAND; FRANKLAND, 1887) por analise de acidos graxos (ROMEIBIO
al., 2005) e Streptomyces setoniilUFV618) (MILLARD; BURR, 1926;
WAKSMAN, 1953) pela sequéncia do fragmento do gene 16S rDNA (MACAGNAN
et al, 2006). O isolado UFV252 ainda nao foi identificado. As bactérias UFV592 e
UFV252 e Xg foram cultivadas em meio 52KADO; HESKETT, 1970) e o
actinomiceto UFV618 em extrato de solo-agar (PRAMER; SCHMIDT, 1964). Os
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fungos fitopatogénico&ol e As foram cultivados em BDA (batata-dextrose-agar)
(DHINGRA; SINCLAIR, 1985). Quando necessérios. 0os microrganismos foram
recuperados da colecdo do Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Fitopa-
tologia, Universidade Federal de Vicosa. As culturas bacterianas foram preservadas
em glicerina (30%), em ultrafreezer;80 °C (ROMEIRO, 2005) e os fungos foram
preservados em papel de filtro (DHINGRA; SINCLAIR, 1985).

2.2. Aplicacdo dos antagonistas e pulverizacdo com acido jasmonico em plantas

de tomateiro

Os antagonistas UFV618, UFV592 e UFV252 foram aplicados nas plantas
por microbiolizacdo de sementes e encharcamento do solo. A densidade ética de
540 nm foi ajustada para 0,5 (aproximadamente 5'% UBC mL?), adicionando
solugéo salina (0,85%) ao crescimento bacteriano. Sementes de tomateiro (cultivar
Santa Clara) foram microbiolizadas com as suspensdes de cada um dos isolados por
12 horas e, em seguida, semeadas em vasos. Cinco dias antes da inoculag@io com
foram adicionados 50 mL da suspenséao de cada antagonista por vaso.

Nos tratamentos em que as plantas foram atomizadas com AJ, cada planta
com 35 dias apds a semeadura foi atomizada com 25 mL de uma solucdo de AJ
(Sigma-Aldrich, S&o Paulo), na concentracdo de 0,5 mM, as 48 horas antes da
inoculacdo com os patdégenig, Fol e As Apds a aplicacdo do AJ, as plantas per-
maneceram em camaras fechadas por um periodo de 12 horas. Plantas pulverizadas
com agua destilada e sementes ndao microbiolizadas serviram como tratamento-con-
trole. Plantas pulverizadas com AJ e os demais tratamentos permaneceram em

camaras separadas.

2.3. Crescimento das plantas de tomateiro

Foram realizados seis experimentos; nos experimentos 1, 2 e 3 avaliou-se,
respectivamente, a severidade da mancha-bacteriana, da murcha-de-fusario e da
pinta-preta; nos experimentos 4 e 6 foram obtidas amostras ds delltamateiro
inoculadas conXg e As e no experimento 5 foram obtidas amostras de caules de
tomateiro inoculadas corkol; a biomassa vegetal foi utilizagaara as analises

bioquimicas. Todos o0s experimentos foram conduzidos em vasos de plastico
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contendo 2 drhde substrato, exceto nos experimentos 2 e 5 em que 0S vasos
continham 5 drh de substrato. O substrato utilizado foi uma mistura de solo
esterilizado, himus e areia, na proporcéo 3:1:1 (v:v). Para caddedsnbstrato foi
adicionado 1,63 g de fosfato de calcio monobasico. Foram semeadas dez sementes
por vaso. Apds emergéncia, foram deixadas duas plantas por vaso, exceto para os
experimentos 2 e 5, em que foram deixadas seis plantas por vaso. Quinze dias apos
semeadura, as plantas de tomateiro, em cada vaso, receberam 100 mL de solucéo
nutritiva, contendo, em mg 4. 192 de KCI, 104,42de K,SO, 150,35 de
MgSOy.7H,O, 61 de ureia, 0,27 de NWWO,0,4.4H,0, 1,61 de HBO3, 6,67 de

ZnSQ, 1,74 de CuS©5H,0, 4,10 de MnGl4H,0, 4,08 de FeS£O/H,O e 5,58 de

EDTA bisddico. A solucdo também foi aplicada na segunda e na terceira semana
apos semeadura. As plantas foram mantidas em casa de vegetacédo (temperatura de 20

a 30°C e umidade relativa de 75%) e irrigadas diariamente.

2.4. Inoculacdo das plantas de tomateiro conX. gardneri e avaliacdo da

severidade da mancha-bacteriana

Plantas com o quinto par de folhas completamente desenvolvido, da base para
0 apice, foram atomizadas com uma suspensao de inécuky g®Dss= 0,15;
aproximadamente 2 x $WFC mL*) com auxilio de um atomizador De Vilb15.
As plantas foram acondicionadas 24 horas antes e depois da inoculacdg eom
camara umida, a 26 °C. Posteriormente, as plantas foram levadas para casa de
vegetacdo até o aparecimento dos sintomas da mancha-bacteriana. A severidade nos
tercos inferior, médio e superior de cada planta foi avaliada aos 7, 12 e 18 dias ap0és
inoculacdo (dai), utilizando a escala diagramética proposta por Btedb (1997).
Em cada um dos tercos, escollsaa folhna com maior severidade Apos as avalia-
cOes, obteve-se a média dos valores de severidade das folhas dos trés tercos para as
duas plantas das repeticbes de cada tratamento. Os dados obtidos foram utilizados
para calcular a &rea abaixo da curva do progresso da mancha-bacteriana (AACPMB),

de acordo com a férmula proposta por Shaner e Finney (1997).
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2.5. Inoculacdo das plantas de tomateiro cora. oxysporum f. sp. lycopersici e
avaliacdo da severidade da murchae-fuséario

Plantas de tomateiro com o quinto par de folhas completamente desenvolvido,
da base para o apice, foram inoculadas com uma suspensao de conkbbsale
concentracdo de 1,3 x 16onidios mL['. As plantas foram retiradas dos vasos e o
sistema radicular foi cuidadosamente lavado em agua corrente de torneira e
seccionado 1 cm a partir do apice. Em seguida, as raizes foram submersas por 3 min
na suspensao de conidios e replantadas (REAS 2005). A severidade da murcha-
de-fusario foi avaliada aos 10, 15 e 25 dai utilizando a escala de notas proposta por
De Calet al (1995), em que: 1 = plantas sem sintomas; 2 = folhas baixeiras
amareldas; 3 = folhas baixeiras mortas e algumas folhas superiores amareladas; 4 =
folhas baixeiras mortas e algumas superiores murchas; e 5 = planta morta. A partir
das notas obtidas, calculou-se o indice da murcha-de-fusarig (idtFmeio da

férmula proposta por Mckinney (1923):

(1xA) + (2xB) + (3x0) +(4><D)+(5><E)><

100
5Xn

(ID%) =

em que A, B, C, D e E = nimero de plantas com as notas 1, 2, 3, 4 e 5
respectivamente; n = nimero total de plantas avaligdasA + B + C + D + E),
multiplicado pela nota maxima da escala de notas.

Os dados doMF foram utilizados para calcular a area abaixo da curva do
progresso do indice da murctiefusario (AACPIMF), de acordo com a formula

proposta por Shaner e Finney (1997).

2.6. Inoculagéo das plantas de tomateiro com. solani e avaliagdo da severidade

da pinta-preta

Para a esporulacdo és o fungo foi cultivado em meio V8 (200 mL de %/8
20 g de CaC@e 800 mL de &gua destilada), a°25 no escuro, sob agitacdo durante
sete dias. Ap6s esse periodo, a massa de micélio foi triturada em liquidificador e a
suspenséao depositada em meio BDA (pH 6,5) em placas de Petri, as quais permane-

ceram em camaras de crescimento tipo B.O.D.°&,2%b luz negra com 12 horas
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de fotoperiodo (RODRIGUES& al, 2010). Plantas de tomateiro com o quinto par de
folhas completamente desenvolvido, da base para o apice, foram pulverizadas com
uma suspensdo de conidiosAfena concentracédo de 5,0 x*Ibnidios mL*, com

auxilio de um depressurizador De Vilb31s. Apds inoculacéo, as plantas ficaram

por 24 horas em camara Umida, &@6A severidade da pinta-preta foi avaliada aos

4, 7 e 11 dai utilizando-se a escala diagramatica proposta poeBalf (1991)

Todas as folhas de cada planta foram utilizadas para quantificar a severidade da
pinta-preta, obtendo-se a média da severidade das folhas para as duas plantas da
repeticdo de cada tratamento. Os dados obtidos foram utilizados para calcular a area
abaixo da curva do progresso da pinta-preta (AACPPP), de acordo com a férmula

proposta por Shaner e Finney (1997).

2.7. Determinagédo da atividade de enzimas de defesa e da concentragdo de
aldeido mal6nico

Determinou-se a atividade das enzirfids3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.39),
quitinases (QUI, 3.2.1.14), peroxidases (POX, EC1. 11.1.7), polifenoloxidases (PFO,
EC 1.10.3.1), lipoxigenases (LOX, EC 1.13.11.F2¥enilalanina amonia-liases
(FAL, EC 4.3.1.5), bem como a concentracdo de aldeido malénico (MDA), em
amostras de folhas ou de caules de plantas de tomateiro inoculaddg,deohe As

ParaXg, amostras de folhas das plantas das repeticdes de cada tratamento
foram coletadas aos 2, 5 e 11 dai. Paod amostras de caule das plantas das
repeticbes de cada tratamento foram coletadas aos 2, 7 e 20 dAis Ranastras de
folhas das plantas das repeticbes de cada tratamento foram coletadas aos 2, 6 e
10 dai. Amostras de folhas ou de caules das plantas nao inoculad&g, ¢evhe As
também foram coletadas nas mesmas épocas das inoculacdes das plantas com esses
trés patdogenos e serviram como tratamento-controle. As amostras de folhas e de
caule foram armazenadas individualmente em papel aluminio, imediatamente conge-
ladas em nitrogénio (@) liquido e, em seguida, armazenadas em ultrafreezer, a
-80 °C para posterior analise.

Para obtencdo dos extratos utilizados na determinacdo da atividade das
enzimas GLU, QUI, POX, PFO e FAL, amostras de 0,3 g de tecido foliar ou de caule
foram maceradas com,Niquido, em almofariz, com adi¢cdo de polivinilpirrolidona

(PVP) 1% (p/v) até obtencdo de um po fino. O p6 obtido foi homogeneizado em
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2 mL de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5), contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF). O homogeneizado foi centrifugado a 2.00@0por
25 min, a 4 °C, e os sobrenadantes foram usados para as determinacfes enzimaticas.

A atividade da GLUfoi determinada conforme descrito por Lever (1972),
com modificagBes. A reacéo foi iniciada pela adi¢cao de aliquotas de 20 uL do sobre-
nadante a uma mistura composta de 230 pL de tamp&o acetato de s6dio 100 mM (pH
5,0) e 250 pL do substrato laminarina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo), na concentragcao
de 4 mg/mL. A mistura de reacao foi incubada em banho-maria a 45 °C, por 30 min.
Apbs o periodo de incubacao, determinou-se a quantidade de aguUcares redutores por
meio da adicdo de 250 pL &cido dinitrosalicilico & mistura e, em seguida, incubada
em banho-maria, por 15 min, a 100 °C. A reacao foi interrompida pelo resfriamento
das amostras em banho de gelo até a temperatura de 30 °C. Nas amostras-controle, a
mistura de reacéo foi igual, exceto que o extrato vegetal foi adicionado ap6s o aque-
cimento da mistura a 100 °C. A absorbancia do produto liberado pela GLU foi
medida a 540 nm e a atividade foi expressa em unidades de absorbafaiaghin
de proteina.

A atividade da QUI foi determinada pelo método de Roberts e Selitrennikoff
(1988), modificado por Harmaet al (1993). A reacao foi iniciada pela adicdo de
aliquotas de 20 pL do sobrenadante a uma mistura composta de 470 uL de tampéao
acetato de sédio 50 mM (pH 5,0) e 10 pL do substpatitrofenil-3-D-N-N'-diace-
tilquitobiose (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) na concentracdo de 2 mg/mL. A mistura de
reacao foi incubada em banho-maria, a 37 °C, por 2 horas. A reacéao foi interrompida
com adicdo de 500 pL de 0,2 M de carbonato de sddicamNastras-controle, apenas
o carbonato de sédio foi adicionado depois da adicdo do extrato a mistura de reacédo e
as amostras foram incubadas em banho-maria, a 37 °C, por 2 horas. A absorbéancia
do produto final, liberado pela QUI, foi determinada a 410 nm. O coeficiente de
extingdo molar de 7 x £amM cmi® foi usado para calcular a atividade da QUI, a
qual foi expressa em pumol genitrofenil, produzido por minmg* de proteina.

A atividade da POX foi determinada pela oxidagdo do pirogalol, de acordo
com a metodologia de Kar e Miashra (1976). Uma mistura de 950 puL de agua
destilada, 750 de pL de tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 600 pL de
pirogalol e 600 uL de perdxido de hidrogénio 100 mM foi adicionada a 20 pL do
extrato. A absorbancia foi medida a 420 nm em espectrofotometro a cada 10 s,

durante 1 min apés adicdo do extrato a mistura, totalizando cinco leituras. O coefi-
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ciente de extincdo molar de 2.4M™* cm™ foi usado para calcular a atividade da
POX (CHANCE; MAEHLEY, 1955), a qual foi expressa em mmol de purpuroga-
lina produzida por mih mg* de proteina. Durante todo o processo, os tubos de
microcentrifuga foram cobertos com papel aluminio para proteger a mistura da oxi-
dacado pela luz. A atividade da PFO foi determinada a semelhanca da POX, exceto
que o peroxido de hidrogénio nédo foi usado na mistura.

A reacdo da FAL foi iniciada ap6s a adicdo de 100 puL do extrato a uma
mistura contendo 500 pL de tampéo TRIS-HCI 25 mM (pH 8,8) e 400 - de
fenilalanina 100 mM. A mistura da reacado foi incubada em banho-maria, a 30 °C,
durante 4 horas. Nas amostras-controle, o extrato foi substituido por 900 uL do
tampao Tris-HCI. A reacao foi finalizada pela adicdo de 60 puL de HCI 6 N. A absor-
bancia dos derivados do acittans-cinamico foi medida em espectrofotometro a
290 nm e o coeficiente de extingdo molar dé m®™* cm™* (ZUCKER, 1965) foi
usado para calcular a atividade das FAL, a qual foi expressa em piMmygihde
proteina.

Para obtencdo do extrato para determinacdo enzimatica da LOX, 0,2 g de
tecido foliar ou caulinar foi macerado com Iluido em almofariz. O p6 obtido foi
homogeneizado em 2 mL de tampdao fosfato de sddio 20 mM (pH 6,8) contendo
Triton-X 1% (v/v) e 1% de PVP. O homogeneizado foi centrifugado a 15.9Qibx
10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi usado como extrato para determinacéo da ativida-
de da LOX. A reacao foi iniciada apés adicdo de 20 pL do extrato a uma mistura
contendo 1.000 pL de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5) e 7 pL do substrato
linoleato de sédio 10 mM. A atividade da LOX foi determinada conforme metodolo-
gia descrita por Axelrodt d. (1981). A absorbancia do produto, liberado pela LOX,
foi medida em espectrofotdbmetro a 234 nm. O coeficiente de extingdo molar de
25.000 M* cm* foi usado para determinar a atividade da LOX, a qual foi expressa
em pmol mift mg* de proteina.

A concentracdo de proteinas em cada amostra foi determinada de acordo com
a metodologia de Bradford (1976).

A quantificagéo da concentracdo de MDA foi realizada conforme descrito por
Cakmak e Host (1991). As amostras de folhas ou de caules foram pesadas e, em
seguida, homogeneizadas em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). O
extrato bruto foi centrifugado a 10.000g>por 15 min. Uma aliquota de 250 uL do

sobrenadante foi adicionada a um tubo de microcentrifuga contendo 750 pL de
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solucéo de &cido tiobarbitdrico 0,5% em TCA 20% e, em seguida, incubado por
120 min, a 90 °C, sob agitacdo. A reacao foi interrompida em gelo. Logo apéds, as
amostras foram centrifugadas a 13.00@ >durante 4 min. O sobrenadante foi
utilizado para a quantificacdo da concentracdo de MDA com leitura da absorbancia a
540 nm.

2.8. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Foram realizados seis experimentos. Nos experimentos 1, 2 e 3 foram avalia-
das as severidades da mancha-bacteriana, da miethsario e da pinta-preta,
respectivamente. Para avaliar as severidades das doencas, 0s experimentos foram
instalados em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos e
cinco repeticdes. Com os dados de severidade, calculou-se a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) para cada uma das doencas. As AACPD foram com-
paradas entre os tratamentos, utilizando-se o teste de TRIke9.¢5). Os experi-
mentos 4, 5 e 6 foram usados para a obtencdo de amostras para as analises bioquimi-
cas nas plantas de tomateiro inoculadas ¥gntol e As respectivamente. Para as
andlises bioquimicas, os experimentos foram instalados em DIC em esquema fatorial
5 x 2, com quatro repeticdes. Os fatores estudados faésrartagonistas (UFV618,
UFV592 e UFV252), AJ e o controle (auséncia dos antagonistas e ndo pulverizadas
com AJ) e plantas ndo inoculadas ou inoculadas com os patdégenos. Os dados das
atividades da GLU, QUI, POX, PFO, LOX e FAL e da concentracdo de MDA foram
submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos plantas ndo inoculadas
e inoculadas com os patdgenos, para cada época de coleta, foram comparadas pelo
teste-t P < 0.05). Compararam-se também, para cada época de coleta, as médias dos
tratamentos UFV618, UFV592 e UFV252 e o AJ para as plantas néo inoculadas e
inoculadas conXg, Fol e As com os respectivos tratamentos-controle para as plantas
nao inoculadas e inoculadas cofg, Fol e As pelo teste DunnetP(< 0.05). Em
todos os experimentos cada unidade experimental correspondeu a um vaso plastico
contendo duas plantas de tomateiro, exceto nos experimentos 2 e 5, em que cada
vaso continha seis plantas de tomateiro. Para analises estatisticas, utilizou-se o
programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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3. Resultados

3.1. Patossistema tomateiro X. gardneri

Os trés antagonistas (UFV618, UFV252 e UFV 592), bem como o AJ,
reduziram significativamente a AACPMB (Figura 1). As reducdes da AACPMB com
0 uso dos antagonistas UFV618, UFV252 e UFV592 e do AJ foram de 42, 55, 57 e

58%, respectivamente, em comparac&do com o tratamento-controle.

300

DAACPMB BAACPID OAACPPP

BC

Controle  UFV618 UFV592 UFV252 Al
Tratamentos

Figura 1- Area abaixo da curva do progresso da mancha-bacteriana (AACPMB),
area abaixo da curva do progresso do indice de doenca (AACPID) e area
abaixo da curva do progresso da pinta-preta (AACPPP), em plantas de
tomateiro inoculadas respectivamente, cofanthomonas gardneri
Fusarium oxysporuni sp. lycopersicie Alternaria solani Os tratamen-
tos foram plantas tratadas com os antagonistas UFV618, UFV592,
UFV252 e plantas pulverizadas com &cido jasmoénico (AJ). O tratamento-
controle correspondeas plantas sem o0s antagonistas e ndo pulverizadas
com AJ. Barras representam o erro-padrdo da média. Médias seguidas
pela mesma letra ndo séo significativamente diferetes (,05), pelo
teste Tukeyn = 5.

O efeito dos fatores tratamentos (UFV618, UFV592, UFV252, AJ e controle),
da inoculacéo e das épocas de coleta foram significativos para todas as enzimas e
para a concentracdo de MDA (Tabela 1). Algumas interacdes duplas e triplas entre os

fatores estudados também foram significativas (Tabela 1).
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Tabela 1- Andlise de variancia dos efeitos dos tratamentos (UFV618, UFV592, UFV252, acido jasmonico (AJ) e controle), inoculacéo
e épocas de coleta para a atividade das enzimas peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), fenilalaniies@sndnia-
(FAL), quitinases (QUI)g-1,3-glucanases (GLU), lipoxigenases (LOX) e concentracdo de aldeido malénico (MDA)

Valores deF
Causas de Variacéo
GL POX PFO FAL QuI GLU LOX MDA

Tratamentos (T) 4 10,09 52,14 10,72 11,55 14,67 3,59 7,59
Inoculac&o (1) 1 39,30 139,97 13,79 27,33 13,37 19,46 12,84
Epocas de coleta (EC) 3 54,21 25,58 5,21 10,25 31,34 108,37 5,37
Tx| 4 4,24 2,68 0,58 1,11 4,78 0,36" 2,02
TxEC 12 4,35 7,81 10,97 3,90 6,04 6,35 1,54

| x EC 3 18,10° 15,47 7,86 8,01 4,56 8,04 3,20
TxIxEC 12 1,68"° 1,91 1,63° 1,64° 1,32 1,70% 3,86

Niveis de probabilidadé®= ndo significativo; e * = 0,05, ** = 0,01.
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Para a atividade da GLU, houve diferenca significativa entre as plantas nao
inoculadas e inoculadas caodg aos 5 dai para os tratamentos AJ e UFV592 e aos
2 dai apenas para o AJ (Figura 2A). Nas plantas ndo inoculadas, ndo houve diferenca
significativa para a atividade da GLU entre os tratamentos e o controle. Nas plantas
inoculadas conXg, a atividade da GLU foi maior aos 2 e 5 dai somente para o
tratamento AJ em comparacgdo com o tratamento-controle (Figura 2A).

Para todos os tratamentos, exceto o controle, as plantas inoculadXg com
apresentaram maiores atividades da QUI aos 5 dai do que as plantas ndo inoculadas.
Apenas para as plantas do tratamento UFV592 houve diferenga significativa entre as
plantas ndo inoculadas e inoculadas ¢égraos 2 dai (Figura 2B). Para as plantas
nao inoculadas, a atividade da QUI foi maior apenas para o tratamento UFV252 em
relacdo ao controle aos 11 dai. Plantas dos tratamentos UFV618, UFV592 e AJ ino-
culadas conXg tiveram maior atividade da QUI em relagéo as plantas do tratamento-
controle aos 5 dai e aos 11 dai somente para o tratamento UFV252 (Figura 2B).

Exceto para o tratamento AJ, houve significativamente maior atividade da
POX nas plantas inoculadas cofg do que nas plantas ndo inoculadas aos 2 dai.
Apenas para os tratamentos UFV592 e controle aos 5 e 11 dai, respectivamente, hou-
ve maior atividade da POX nas plantas inoculadas Xgrdo que nas plantas nao
inoculadas (Figura 3A). Nas plantas ndo inoculadas, a atividade da QUI foi maior
para o tratamento AJ do que para o controle aos 2 dai. Para as plantas inoculadas
com Xg, somente o tratamento AJ resultou em maiores atividades da QUI do que o
tratamento-controle aos 2 dai (Figura 3A).

Entre as plantas ndo inoculadas e inoculadasXgm atividade da PFO foi
maior aos 2, 5 e 11 dai para os tratamentos UFV618, UFV592 e UFV252. Para o
tratamento AJ, a atividade da PFO foi maior aos 2 e 5 dai e no controle somente aos
5 dai (Fig. 3B). Para as plantas nao inoculadas, a atividade da PFO foi significativa-
mente maior para os tratamentos UFV592, UFV252 e o AJ do que para o tratamento-
controle aos 0 dai; aos 2 dai para os tratamentos UFV618 e UFV252 e aos 5 e 11 dai
apenas para o tratamento AJ. Para as plantas inoculadasgcbiwmuve maior ativi-
dade da PFO para os tratamentos UFV592 e UFV252 do que para o tratamento-
controle aos 2 dai e para o tratamento AJ aos 5 dai (Figura 3B).

Para as plantas inoculadas cg a atividade da LOX foi maior somente
para o tratamento UFV592 em relacdo as plantas ndo inoculadas aos 2 dai. Ja aos

5 dai,a atividade da LOX foi maior para todos os tratdosrexceto para tratamento
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Figura 2— Atividades deg-1,3-glucanases (GLU) (A) e quitinases (QUI) (B) em
folhas de tomateiro ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com
Xanthomonas gardneidos seguintes tratamentos: controle (a), UFV618
(b), UFV592 (c), UFV252 (d) e acido jasmobnico (e). O erro-padrdo da
média esta representado em cada barra. Médias dos tratamentos NI e |
para cada época de avaliagdo, seguidas de asterisco (*), sé@o significa
vamente diferentesP(< 0,05), pelo testé- Médias dos tratamentos
UFV618, UFV592, UFV252 e acido jasménico, para cada época de
avaliacdo,seguidas do simbolo V¥, sdo significativamente diferentes do
tratamento-controleé(< 0,05), pelo teste dBunnett n = 4.
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Figura 3- Atividades de peroxidases (POX) (A) e polifenoloxidases (PFO) (B) em

folhas de tomateiro ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com
Xanthomonas gardnerdos seguintes tratamentos: controle (a), UFV618
(b), UFV592 (c), UFV252 (d) e acido jasmodnico (e). O erro-padrédo da
média esta representado em cada barra. Médias dos tratamentos NI e |,
para cada época de avaliacdo, seguidas de asterisco (*), sdo significativa-
mente diferented(< 0,05), pelo teste- Médias dos tratamentos UFV618,
UFV592, UFV252 e acido jasménico, para cada época de avaliacéo,
seguidas do simbolo ¥, séo significativamente diferentes do tratamento-
controle P <0,05), pelo teste dBunnett,n = 4.
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AJ e aos 11 dai a atividade da LOX foi maior para as plantas inoculadagqar

todos tratamentos (Figura 4A). A atividade da LOX foi maior nas plantas n&o inocu-
ladas do que nas plantas do tratamento-controle ao O dai para os tratamentos UFV618
e UFV592 e aos 5 e 11 dai somente para os tratamentos DIEVBBV618, respecti-
vamente. Nas plantas inoculadas c¥gy a atividade da LOX foi maior para os tra-
tamentos UFV592, UFV252 e UFV618 em relacao ao tratamento-controle aos 2, 5 e
11 dai, respectivamente (Figura 4A).

A atividade da FAL foi significativamente maior para as plantas inoculadas
com Xg em comparagao com as plantas ndo inoculadas aos 2 dai para os tratamentos
UFV618 e UFV592 e aos 5 dai para os tratamentos AJ e controle. Aos 11 dai a ativi-
dade da FAL foi maior para as plantas inoculadas Xgrapenas para o tratamento
AJ (Figura 4B). Nas plantas nao inoculadas, a atividade da FAL foi maior para os
tratamentos UFV592 e UFV252 em relacdo ao tratamento-controle ao O dai e aos 2 e
5 dai apenas para o tratamento AJ. Nas plantas inoculadaXg;amatividade da
FAL foi maior apenas para o tratamento AJ aos 5 dai em relacdo ao tratamento-com-
trole (Figura 4B).

A concentragdo de MDA foi significativamente maior nas plantas inoculadas
com Xg em comparacdo com as plantas ndo inoculadas aos 2 dai para o tratamento
UFV592; aos 5 dai para os tratamentos UFV618 e UFV592; e aos 11 dai para os tra-
tamentos AJ e controle (Figura 5). Para as plantas inoculadasg;@mmenor com-
centracdo de MDA ocorreu apenas para o tratamento UFV252 em relacdo ao trata-
mento-controle aos 5 dai. Aos 11 dai, menores concentragcbes de MDA ocorreram

para todos os tratamentos em relacdo ao tratamento-controle (Figura 5).
3.2. Patossistema tomateird-. oxysporum f. sp.lycopersici

Os trés antagonistas (UFV618, UFV252 e UFV 592), bem como o AJ, reduzi-
ram significativamente a AACPIMF (Figura 1). As redugdes da AACPID com o uso
dos antagonistas UFV592 e UFV252 e do AJ foram de 25, 38 e 71%, respectiva-
mente, em comparacdo ao tratamento-controle (Figura 1).

O efeito dos fatores tratamentos (UFV618, UFV592, UFV252, Ahteate) e
inoculacao nao foram significativos apenas para a er@ithh(Tabela 2). O efeito do
fator época de coleta foi significativo para todas asv&awe para o MDA (Tabela 2).

Algumas interagdes duplas e triplas entre os fatores foram significativas (Tabela 2).

48



80

70
60 1
50
40 A

80

LOX (umol min mg ! proteina)

40 A

80

LOX (umol mint mg 1 proteina)

40 -

80

LOX (umol min® mg ! proteina)

50 A
40

80

LOX (umol min® mg ! proteina)

30
20 A
10

200 - ONI ml
150 -

100 -

mﬁﬂl

70
60 1
50

30
20
10 A

70 A
60
50

30
20 A
10 4

N
)
£
Q
5 50 A
s
o
£ 0
£ (b)
€
3 200
v g
-
150 1
v
M
N
100 A N
v —
©
£
£ 50
s
o
E o0
IS
(© € (©
5 200 A
£
=
v -
& 150

ﬂﬂdévﬂnﬂ

70 A
60 -

30 +
20 A
10 |

(d)

FAL (nmol min mg ! proteina)

70 4
60 1
50 1
40
30
20 A
10 -

Y R

FAL (nmol mint mg ! proteina)

ol

Dias apds inoculagdo Dias ap6s inoculacao

Figura 4- Atividades de lipoxigenasee (LOX) (A) e fenilalanina amdiaises (FAL)

(B) em folhas de tomateiro ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com
Xanthomonas gardnewdos seguintes tratamentos: controle (a), UFV618
(b), UFV592 (c), UFV252 (d) e &cido jasménico (€).erro-padrdo da
média esta representado em cada barra. Médias dos tratamentos NI e |,
para cada época de avaliacdo, seguidas de asterisco (*), sdo significati-
vamente diferentesP(< 0,05), pelo testé- Médias dos tratamentos
UFV618, UFV592, UFV252 e 4cido jasmdnico, para cada época de ava-
liacaq seguidas do simbolo V¥, s&o significativamente diferentes do trata-
mento-controleR < 0,05), pelo teste dBunnett,n = 4.
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Tabela 2- Andlise de variancia dos efeitos dos tratamentos (UFV618, UFV592, UFV252, acido jasmonico (AJ) e controle), inoculacéo
e épocas de coleta para a atividade das enzimas peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), fenilalanil@sesnonia
(FAL), quitinases (QUI)p-1,3-glucanases (GLU), lipoxigenases (LOX) e concentracdo de aldeido malénico (MDA)

Valores deF
Causas de Variacéo
GL POX PFO FAL QuI GLU LOX MDA

Tratamentos (T) 4 7,27 9,80" 6,30 4,317 0,12° 43,86 5,35
Inoculac&o (1) 1 8,04 8,41" 16,03 99,61 1,87 166,49 33,54
Epocas de coleta (EC) 3 135,54 93,63 11,85 329,60 96,37 187,20 32,00°
Tx| 4 0,917 2,05 2,32° 3,03 0,73° 44,43 1,61
TxEC 12 1,38" 0,69° 5,91 6,00 0,98* 48,17 1,30"
| x EC 3 1,12 0,81 5,64 43,05 0,52 110,03 10,93
TxIxEC 12 0,92° 1,23 3,30° 3,46 0,32° 44,88 2,09

Niveis de probabilidadé®= ndo significativo; 3 * = 0,05, ** = 0,01.
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Para as plantas inoculadas cé&wl, ndo houve diferenca estatistica para a
atividade da GLU em comparacéo com as plantas ndo inoculadas (Figura 6A). Tam-
bém né&o houve diferenca estatistica para a atividade da GLU, entre as plantas nao
inoculadas e inoculadas coRol, para os tratamentos comparados aos controles,
plantas ndo inoculadas e inoculadas cbol, em nenhuma época de coleta
(Figura 6A).

A atividade da QUI foi significativamente superior para as plantas néo inocu-
ladas em comparacdo com as inoculadas Eomaos 7 dai, para os tratamentos
UFV618, UFV592 e UFV252, e aos 20 dai, para os tratamentos UFV618, UFV592 e
AJ (Figura 6B). Para as plantas n&ao inoculadas, a atividade da QUI foi superior esta-
tisticamente apenas para o tratamento AJ aos 7 dai em comparacdo com o tratamen-
to-controle. Para as plantas inoculadas demh a atividade da QUI foi superior
estatisticamente aos 7 dai, para os tratamentos UFV592, UFV252 e AJ, e aos 20 dai,
para os tratamentos UFV618 e AJ em comparagdo com o tratamento-controle
(Figura 6B).

Entre as plantas ndo inoculadas e inoculadasFmma&o ocorreu diferenca
estatistica na atividade da POX, para nenhum dos tratamentos em nenhuma das épo-
cas de coleta (Figura 7A). Para as plantas ndo inoculadas, a atividade da POX foi
maior estatisticamente do que as plantas do tratamento-controle aos 0, 2 e 7 dai
somente para os tratamentos UFV252, AJ e UFV618, respectivamente. Para as plan-
tas inoculadas corfol, somente o tratamento AJ resultou em maiores atividades da
POX em relacdo ao controle aos 7 dai (Figura 7A).

N&o houve diferenca estatistica para a atividade da PFO, entre as plantas ndo
inoculadas e inoculadas cdfol para nenhum dos tratamentos em nenhuma das épocas
de coleta (Figura 7B). Apenas aos 2 dai houve diferenca significativa entre as plantas
nao inoculadas dos tratamentos UFV592, UFV252 e AJ, comparadas com as plantas-
controle. Para as plantas inoculadas €at a atividade da PFO foi superior signifi-
cativamente aos 2 dai, para o tratamento UFV252, e aos 20 dai, para o tratamento AJ
(Figura 7B).

A atividade da LOX foi significativamente maior para as plantas inoculadas
com Fol, em comparacdo com as nédo inoculadas aos 2 dai, para todos tratamentos,
exceto para o tratamenka, e aos 20 dai, para os tratamentos UFV618, UFV592 e o
tratamento-controle (Figura 8A). Para as plantas nao inoculadas, a atividade da LOX

foi maior significativamente aos 7 dai para os tratamentos UFV&E8592 e
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Figura 6- Atividades dep-1,3-glucanases (GLU) (A) e quitinases (QUI) (B) em
caules de tomateiro ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) Eom
oxysporumf. sp. lycopersici dos seguintes tratamentos: controle (a),
UFV618 (b), UFV592 (c), UFV252 (d) e acido jasménico (e). O erro-
padrao da média esta representado em cada barra. Médias dos tratamentos
NI e |, para cada época de avaliacdo, seguidas de asterisco (*), séo
significativamente diferentesP(< 0,05), pelo testé- Médias dos
tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e acido jasmonico, para cada
época de avaliacdeeguidas do simbolo V¥, sdo significativamente dife-
rentes do tratamento-controle £ 0,05), pelo teste dBunnett, n= 4.
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Figura 7— Atividades de peroxidases (POX) (A) e polifenoloxidases (PFO) (B) em

caules de tomateiro ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com

F. oxysporumf. sp. lycopersici dos seguintes tratamentos: controle (a),
UFV618 (b), UFV592 (c), UFV252 (d) e acido jasménico (e). O erro-
padrdo da média esta representado em cada barra. Médias dos tratamentos
NI e I, para cada época de avaliacdo, seguidas de asterisco (*), sdo signi-
ficativamente diferentesP(< 0,05), pelo testé- Médias dos tratamentos
UFV618, UFV592, UFV252 e acido jasménico, para cada época de
avaliacdo seguidas do simbolo V¥, s&do significativamente diferentes do
tratamento-controle(< 0,05), pelo teste dBunnett, r= 4.
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Figura 8- Atividades de lipoxigenasee (LOX) (A) e fenilalanina amdiaisee (FAL)

(B) em caules de tomateiro nao inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com

F. oxysporumf. sp. lycopersicidos seguintes tratamentos: controle (a),
UFV618 (b), UFV592 (c), UFV252 (d) e acido jasmonico (e). O erro-
padrdo da média esta representado em cada barra. Médias dos tratamentos
NI e |, para cada época de avaliacdo, seguidas de asterisco (*), sdo
significativamente diferentesP( < 0,05), pelo testé- Médias dos
tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e &cido jasmoénico, para cada
época de avaliacaeeguidas do simbolo V¥, sdo significativamente dife-

rentes do tratamento-controle £ 0,05), pelo teste dBunnett, n= 4.
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UFV252, comparadas com as plantas do tratamento-controle. Para as plantas inocu-
ladas confol, a atividade da LOX foi estatisticamente superior ao tratamento-com-
trole aos 2 dai, para os tratamentos UFV592 e AJ, e aos 20 dai, para os tratamentos
UFV618 e UFV592 (Figura 8A).

Para as plantas n&o inoculadas e inoculadasFabna atividade da FAL foi
estatisticamente diferente aos 2 e 20 dai, para os tratamentos UFV252 e UFV592,
respectivamente; sendo maiores as atividades para as plantas inoculaéa eom
relacdo as plantas néao inoculadas. A atividade FAL foi maior estatisticamente para as
plantas n&o inoculadas comparadas com as plantas inoculadd®lcamws 7 dai,
para os tratamentos UFV618 e AJ, e aos 20 dai, para os tratamentos UFV618,
UFV252 e AJ (Figura 8B). Para as plantas néo inoculadatsvidades da FAL foi
maior estatisticamente em comparacdo com as plantas do tratamento-controle no
0 dai, para os tratamentos UFV592 e UFV252, e aos 7 e 20 dai, apenas para os tra-
tamentos UFV618 e AJ, respectivamente. Para as plantas inoculad&slcanati-
vidade da FAL maior significativamente em comparacao ao controle, aos 7 dai, para
o tratamento UFV252 aos 20 dai, paraAJ (Figura 8B).

A concentracdo de MDA foi maior estatisticamente para as plantas inoculadas
com Fol comparadas com as néo inoculadas aos 2 dai, para os tratamentos UFV618,
AJ e controle, e aos 20 dai, para os tratamentos UFV252 e AJ (Figura 9). A concen-
tracdo de MDA foi menor estatisticamente para as plantas inoculadaatodo
que para o tratamento-controle aos 2 dai, para os tratamentos UFV592 e U&V252,

aos 7 dai, para todos os tratamentos (Figura 9).

3.3. Patossistema tomateiro A. solani

Os antagonistas UFV592 e UFV252 e o AJ reduziram significativamente a
AACPPP (Figura 1). As redugbes da AACPPP com o uso dos antagonistas UFV592
e UFV252 e para o AJ foram de 25, 38 e 71%, respectivamente, em comparagcao ao
tratamento-controle (Figura 1).

O efeito do fator tratamentos (UFV618, UFV592, UFV252, AJ e controle)
nao foi significativo para a GLU e MDA (Tabela 3). Entretanto, o efeito dos fatores
inoculacdo e época de coleta foram significativos para todas as enzimas e para o
MDA (Tabela 3). Algumas interacGes duplas e triplas entre os fatores foram

significativas (Tabela 3).
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Tabela 3- Andlise de variancia dos efeitos dos tratamentos (UFV618, UFV592, UFV252, 4cido jasmonico (AJ) e controle), inoculacéo
e épocas de coleta para a atividade das enzimas peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), fenilalanil@sesnonia
(FAL) quitinases (QUI)g-1,3-glucanases (GLU), lipoxigenases (LOX) e concentracdo de aldeido malénico (MDA)

Valores deF
Causas de Variacéo
GL POX PFO FAL QuI GLU LOX MDA
Tratamentos (T) 4 2,94 26,06 8,49" 5,57 0,12* 15,84 1,42
Inoc. N&o inoc. (1) 1 120,57 46,08 38,03 22,57 18,36 105,6" 11,20
Epocas de coleta (EC) 3 153,14 128,62 9,09 82,49 61,75 2115 24,10°
TxI 4 0,48* 14,37 0,76 1,658 0,99° 2,28° 0,90"
TxEC 12 2,51 7,19 12,18 3,65+ 1,46 6,47 1,47°
I x EC 3 41,97 7,83 7,27 5,02 14,23 479 2,64
TxIxEC 12 2,65 12,43 2,93 1,58" 1,28" 1,79° 1,08

Niveis de probabilidadé®= ndo significativo; e * = 0,05, ** = 0,01.
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Houve diferenca estatistica para a atividade da GLU entre as plantas ndo
inoculadas e inoculadas coAs aos 6 dai para todos tratamentos, exceto para o
tratamento UFV618 (Figura 10A). Ndo houve diferenca na atividade da GLU entre
as plantas ndo inoculadas e inoculadas ésncomparados aos respectivos trata-
mentos-controle, plantas ndo inoculadas e inoculadas A®rpara nenhum dos
tratamentos (Figura 10A).

A atividade da QUI foi significativamente superior para as plantas inoculadas
comAsem comparacdo as nao inoculadas, aos 2 dai para os tratamentos UFV618 e
UFV592, e aos 6 dai, somente para o tratamento UFV252 (Figura 10B). Para as
plantas ndo inoculadas, a atividade da QUI foi superior estatisticamente ao trata-
mento-controle, somente para o tratamento AJ, aos 6 dai. Para as plantas inoculadas
comAs aos 2 e 6 dai, a atividade da QUI foi superior ao tratamento-controle para os
tratamentos UFV592 e AJ, respectivamente (Figura 10B).

Entre as plantas n&o inoculadas e inoculadas Agrhouve diferenca esta-
tistica para a atividade da POX aos 6 dai, para todos tratamentos, e aos 10 dai, para
os tratamentos UFV618 e AJ (Figura 11A). Para as plantas ndo inocuadas,
atividade da POX foi maior estatisticamente do que as plantas do tratamento-com-
trole, apenas aos 6 dai, para o tratamento AJ. Para as plantas inoculadasnémm
houve diferenca na atividade da POX entre os tratamentos e o controle (Figura 11A).

A atividade da PFO foi maior para as plantas inoculadasAs@romparadas
com as nao inoculadas, aos 2 dai, apenas para o tratamento AJ, e aos 6 e 10 dai, para
os tratamentos UFV252 e para o controle (Figura 11B). Houve diferenca significa-
tiva para a atividade da PFO, entre as plantas ndo inoculadas comparadas ao trata-
mento-controle, no 0 dai, somente para os tratamentos UFV618 e o AJ, e aos 10 dai,
para os tratamentos UFV618 e UFV252. A atividade da PFO foi significativamente
superior nas plantas inoculadas cé® aos 2 e 6 dai, para os tratamentos AJ e
UFV252, respectivamente, em comparacdo com as plantas do tratamento-controle
(Figura 11B).

A atividade da LOX foi estatisticamente maior para as plantas inoculadas
comAsem comparacdo com as nao inoculadas, aos 6 dai, para todos os tratamentos,
e aos 10 dai, para os tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e AJ (Figura 12A).
Para as plantas n&o inoculadas, a atividade da LOX foi maior no O dai, para os
tratamentos UFV618 e UFV592. A atividade da LOX foi maior estatisticamente para

asplantas inoculadas coAs somente aos 6 dai, para o tratamento AJ (Figura 12A).
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Figura 10- Atividadesde B-1,3-glucanases (GLU) (A) e quitinases (QUI) (B) em fo-
Ihas de tomateiro ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) Atiernaria
solanidos seguintes tratamentos: controle (a), UFV618 (b), UFV592 (c),
UFV252 (d) e acido jasménico (e). O erro padrdo da média esta repre-
sentado em cada barra. Médias dos tratamentos NI e |, para cada época
de avaliagdo, seguidas de asterisco (*), sdo significativamente diferentes
(P < 0,05), pelo testé- Médias dos tratamentos UFV618, UFV592,
UFV252 e acido jasmonico, para cada época de avaliagdo, seguidas do
simbolo V¥, sdo significativamente diferentes do tratamento-controle
(P <0,05), pelo teste dBunnett n = 4.
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Figura 11- Atividadesde peroxidases (POX) (A) e polifenoloxidases (PFO) (B) em

folhas de tomateiro néo inoculadas (NI) ou inoculadas (1) Albennaria
solanidos seguintes tratamentos: controle (a), UFV618 (b), UFV592 (c),
UFV252 (d) e acido jasmoénico (e). O erro-padrdo da média esta repre-
sentado em cada barra. Médias dos tratamentos NI e |, para cada época
de avaliagcéo, seguidas de asterisco (*), sédo significativamente diferentes
(P < 0,05), pelo testé- Médias dos tratamentos UFV618, UFV592,
UFV252 e acido jasménico, para cada época de avaliacdo, seguidas do
simbolo V¥, sdo significativamente diferentes do tratamento-controle
(P <0,05), pelo teste dBunnett, n= 4.
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A atividade da FAL foi estatisticamente maior para as plantas inoculadas com
As em comparagao as ndo inoculadas, aos 2 dai, para os tratamentos UFV592 e
UFV252, aos 6 dai, para os tratamentos UFV592 e AJ, e aos 10 dai, para os trata-
mentos UFV618, UFV252 e o controle (Figura 12B). Para as plantas néo inoculadas,
as atividades da FAL foram estatisticamente maiores em relacao as plantas do trata-
mento-controle, no O dai, para os tratamentos UFV252 e AJ, aos 2 dai, apenas para o
tratamento UFV252, e aos 10 dai, para os tratamentos UFV592 e UFV252. Para as
plantas inoculadas cos a atividade da FAL foi significativamente maior do que
as plantas do tratamento-controle, aos 2 dai, para os tratamentos UFV592 e UFV252,
e aos 6 dai, para os tratamentos UFV252 e AJ (Figura 12B).

A concentracdo de MDA foi estatisticamente maior para as plantas inoculadas
com As comparadas com as nédo inoculadas, aos 6 e 10 dai, somente para o trata-
mento-controle (Figura 13). A concentragdo de MDA foi menor estatisticamente para
as plantas inoculadas cofvs, aos 6 dai, para os tratamentos UFV618 e UFVB92,
aos 10 dai, para os tratamentos UFV252 e AJ, em comparacdo com as plantas do

tratamento-controle (Figura 13).
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Figura 13- Concentracdo do aldeido malénico (MDA) em folhas de tomateiro nao
inoculadas (NI) ou inoculadas (I) coAlternaria solanidos seguintes
tratamentos: controle (a), UFV618 (b), UFV592 (c), UFV252 (d) e acido
jasmdnico (e). O erro-padrdo da média esta representado em cada barra.
Médias dos tratamentos NI e |, para cada época de avaliacdo, seguidas
de asterisco (*), séo significativamente diferenkes (),05), pelo testé-

Médias dos tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e &cido jasmobnico,
para cada época de avaliaggguidas do simbolo V¥, sdo significativa-
mente diferentes do tratamento-controR € 0,05), pelo teste de
Dunnett, n= 4.
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4. Discussao

O isolado UFV252 ainda néo identificado € uma bactéria gram-negativa e nédo
produz esporo de resisténcia. O isoladoSieeptomyces setonlVFV618 é um
actinomiceto e o isoladBacillus cereudJFV592 é uma bactéria endosporogénica.
UFV618 e UFV592 sdo bactérias gram-positivas e produzem esporos de resisténcia,
0 que pode ser uma vantagem na competicdo com a microbiota autoctone do solo e
na formulacdo de produtos destinados ao controle bioldégico (SHANMUGAM,;
KANOUJIA, 2011). Produtos comercializados a bas@sikeudomonaspp. fluores-
centes geralmente tém fracassado no biocontrole, em virtude da curta viabilidade por
longo periodo de armazenamento, uma vez que essas bactérias ndo produzem estru-
turas de resisténcia (SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011). Entretanto, bactérias
gram-positivas pela habilidade de produzirem esporos resistentes ao calor e a
dessecacao podem ser prontamente formulados em produtos estaveis (MAEIGAN
al., 2000 HAMDALI et al, 2008; SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011). Quando
um procariota gram-negativo é selecionado com agente de controle biol6égico um dos
entraves € o processo de formulagdo; dessa maneira, bactérias que produzam estru-
turas de resisténcia, como os isolados UFV618 e UFV592, podem ser viabilizados
mais rapidamente em um bioproduto comercial e também sobreviver por um periodo
de tempo maior em condicBes ambientais adversas.

No presente trabalho, os antagonistas UFV592 e UFV252 e o AJ foram
eficientes em reduzir a severidade da mancha-bacteriana, da murcha-de-fusario e da
pinta-preta do tomateiro. O antagonista UFV618 s6 nao foi capaz de reduzir a seve-
ridade da pinta-preta; entretanto o melhor tratamento contra a reducao dos sintomas
das doencas causadas pelos trés patdgenos estudados foi 0 uso do AJ. O &cido jasmo-
nico e seus derivados tém sido considerados como moléculas sinais da resisténcia
sistémica induzida e efetivos contra varios patégenos (HASHE, 2008). Em um
trabalho utilizando plantas de tomate deficientes na producédo deleAl) foi
verificado que as plantas inoculadas com cinco de oito patégenos, tiveram a susceti-
bilidade aumentada contra duas bactérsegdomonas syringaeX. campestris
dois fungos Verticillium dahliae e Fusarium oxysporuni. sp. lycopersic) e um
oomiceto Phytophthora infestansn&o sendo alterada a suscetibilidade das plantas
contra os fungosCladosporium fulvum, Oidium neolycopersi@ Septoria

lycopersici Quando as plantagefl foram tratadas com o AJ o padrdao de
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suscetibilidade foi restabelecido, mostrasgoigual aos das plantas selvagens
(THALER et al, 2004). O trabalho com as plantas de tonda é corroborado

pelos resultados encontrados no presente trabalho, evidenciando a importancia do AJ
na resisténcia a mancha-bacteriana, murcha-de-fusario e pinta-preta.

E possivel que os antagonistas UFV618, UFV592 e UFV252 estejam induzin-
do a resisténcia sistémica nas plantas de tomate pelas seguintes evidéncias: i) a sepa-
racdo espacial entre os antagonistas e 0s pato¥gmoss, 0 que exclui o antagonis-
mo direto; ii) no processo de selecdo dos antagonistas, estes foram eficientes contra
varios patégenos, uma das caracteristicas da inducdo de resisténcia é a ndo especifici-
dade de protecéo; e iii) no presente trabalho os antagonistas foram capazes de au-
mentar a atividade de algumas PR-proteinas.

A resisténcia sistémica induzida, promovida por rizobactérias, podedevar
alteracdes de respostas metabdlicas e fisiol6gicas, levando a um aumento na sintese
de compostos de defesa em resposta ao ataque de patdgenos e, ou, aos fatores de
estresss abidticos (van LOON, 2007). Plantas possuem varios genes de defesa que
sao ativados por apropriados estimulos ou sinais (van LOON, 2007). A inducao dos
mecanismos de defesa pela aplicacédo prévia de um indutor biolégico € uma moderna
técnica de protecdo de plantas (SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011). E possivel que
cada rizobactéria ative diferentes mecanismos de defesa, resultando na reducao dife-
rencial dos sintomas de uma doenca (SHANMUGAM; KANOUJIA, 2011). No
presente trabalho, a redugcdo da AACPMB, AACPIMF e da AACPPP foi precedida
pelo aumento diferencial nas atividades das enzimas de defesa para cada tratamento.

Os tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e o AJ reduziram os sintomas da
mancha-bacteriana e da muradwfusario. Apenas o tratamento UFV618 néao foi
eficiente em reduzir os sintomas da pinta-prataeducéo da AACPMB foi obser-
vada para as plantas tratadas com o antagonista UFV618, resultando em maiores
atividades das enzimas QUI e LOX; maiores atividades das enzimas PPO, QUI e
LOX para as plantas tratadas com os antagonistas UFV592 e UFV252 e das enzimas
GLU, QUI, POX, PPO e FAL para o uso do AJ. Reéduga AACPIMF foi obser-
vada com a aplicacdo dos antagonistas UFV618 e UFV592, o que resultou em maio-
res atividades das enzimas QUI e LOX, maiores atividades da QUI, POX, LOX e
FAL para as plantas pulverizadas com AJ e das enzimas PFO, FAL e QUI para as
plantas onde foi aplicado o antagonista UFV252. Por fim, &sddg AACPPP foi

alcancada com a aplicacéo do antagonista UFV592, resultando erasatiodade
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das enzimas QUI e FAL; maiores atividades das enzimas PFO e FAL paraa aplic
céo do antagonista UFV2%2para as plantas pulverizadas com AJ maiores ativida-
des da QUI, PFO, FAL e LOX.

Mesmo para as plantas ndo inoculadas também foi observado aumento dife-
rencial nas atividades das enzimas de defesa para cada tratamento. Em algumas inte-
racOes rizobactérias e plantas, certos genes relacionados a patogénese sdo super-
expressos (van LOON, 2007). A maior atividade de algumas enzimas de defesa nas
plantas ndo inoculadas dos tratamentos UFV618, UFV592 e UFV252, sugerem que
mesmo rizobactérias benéficas podem ser percebidas pela planta como uma potencial
ameaca, e que essas percepcdes podem envolver a producdo de compostos de defesa,
atuando similarmente a elicitores produzidos por fungos e bactérias patogénicas a
plantas (van LOON, 2007).

As enzimas QUI e GLU mostram sinergismos na atividade antifingica e sao
relacionadas a resisténcia sistémica adquirida, rota que inclui o &cido salicilico como
molécula sinal, sendo ativada por patdégenos e por indutores quimicos (8tilaVA
2004). Durante a infec¢éo por patdogenos, ha um incremento nas atividades da GLU e
QUI e os oligossacarideos liberados a partir da atuacdo dessas enzimas na parede
celular fungica liberam eliciadores do patégeno que podem induzir resisténcia no
hospedeiro (DANAet al, 2006). A atividade da GLU foi maior apenas para as
plantas inoculadas comdg do tratamento AJ. Apesar do aumento da atividade da
GLU no tratamento AJ, a funcéo desta enzima hidrolitica na resisténcia de plantas a
infeccdo por patdgenos bacterianos ainda € pouco conhecida (CAVALGHAIMT|
2006). Plantas de tomate tratadas com acibenzolar-S-metil quatro dias antes da
inoculacéo conX. vesicatoriativeram aumento da atividade da GLU e QUI e menor
severidade da mancha-bacteriana (CAVALCANIal, 2006). QUI purificadas
podem liberar oligdbmeros de quitina, a partir da parede celular fangica, como
também podem atuar a semelhanca da lisozima, sobre paredes celulares bacterianas
(Schlumbaunet al, 1986 HERGETet al, 1990). Para as plantas inoculadas &@mn
e Fol em pelo menos uma época de coleta, os tratamentos UFV618, UFV592,
UFV252 e AJ promoveram aumento na atividade da QUI. Entretanto, nas plantas
inoculadas com\ssomente os tratamentos UFV592 e AJ tiveram a atividade da QUI
maior em comparacdo ao controle. Parece que o aumento da atividade da QUI néo é
de suma importancia para o isolado UFV252 promover o biocontrole da pinta-preta

pois plantas inoculadas cofdisdo tratamento UFV252 néo tiveram aumento da QUI
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e tiveram reducao na severidade. Os resultados obtidos com o antagonista UFV252
divergem dos de Lathet al (2009). Uma vez que o tratamento cujas sementes de
tomateiro foram microbiolizadas com uma mistura de isolados Pfl, Pyl5 e Bs16
tiveram aumento dos niveis da GLU e QUI nos tecidos foliares e foram mais resis-
tentes a pinta-preta (LATHAt al, 2009). Portanto, o aumento na atividade da QUI
ndo é importante apenas para o controle de doencas flngicas, mas também para as
bacterianas. Linhagens de plantas de fsahit33superexpressando uma endoqui-
tinase delrichoderma harzianurforam mais resistente & mancha-bacteriana causada
por Pseudomonas syringa@®ANA et al, 2006). Resultados semelhantes foram
encontrados no presente trabalho para os tratamentos UFV618, UFV592, UFV252 e
AJ para as plantas que foram inoculadas ¥gncuja atividade da QUI contribuiu

para reduzir os sintomas da mancha-bacteriana.

A POX mostra afinidade para os substratos envolvidos no processo de ligni-
ficacdo celular; além disso, seus produtos tém direta atividade antimicroBiana.
aumento na atividade da POX, pelo tratamento AJ, para as plantas inoculadas com
Xg e Fol, pode ter contribuido para a reducdo da severidadeadcha-bacteriana
da murcha-de-fuséario. Um isolado Bacillus subtilisaplicado via solo em plantas
de tomate aumentou as atividades da POX em relagéo ao controle e foi igualmente
eficiente nas plantas pulverizadas com acibenzolar-S-metil, mas somente o isolado
deB. subtilisfoi capaz de reduzir a severidade de varias doencas da parte aérea a um
nivel menor do que os demais tratamentos (ARAUJO; MENEZES, 2009). Segundo
0s autores, apesar do indutor de resisténcia ter aumentado a atividade da POX a
semelhanca do tratamento c@nsubtilis acibenzolar-S-metil sozinho néo foi capaz
de controlar as doencas do tomateiro avaliadas no experimento. Nas condi¢cfes expe-
rimentais do presente trabalho, a aplicacdo de AJ foi o Unico tratamento que aumen-
tou a atividade da POX tanto nas plantas inoculadasXgpgquanto nas inoculadas
comFol.

A PFO é importante na fase inicial de defesa das plantas onde danos as mem-
branas provoca a liberacdo de compostos fendlicos (CAMPBELL; SEDEROFF
1996). Esta enzima participa na oxidacado de muitos compostos fendlicos levando a
producdo de quinonas que séo toxicas a diversos patégenos (CAMPBELL;
SEDEROFF, 1996). A atividade da PFO foi sete vezes maior nas plantas pulveri-
zadas com AJ. Possivelmente, a alta atividade da PFO, proporcionada pela pulveri-

zacao do AJ nas plantas de tomateiro, tenha contribuido para uma menor severidade
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da pinta-preta. Plantas de tomateiro transgénicas superexpressando o gene PFO,
quando desafiadas pelo patégdhosyringaepv. tomato mostram reduzido cresci-

mento bacterianoL(; STEFFENS, 2002). Entretanto, linhagens com a sequéncia
antissenso do gene da PFO suportam o crescimento bacteriano em altod hiveis (
STEFFENS, 2002; THIPYAPONGt al, 2004). A semelhanga do trabalho mostran-

do a importancia das plantas superexpressando o gene da PFO na reducgéo da severi-
dade da pinta-bacteriana, a alta atividade da PFO no tratamento AJ pode ter contri-
buido para a reducéo na severidade da pinta-preta.

A primeira enzima na via biosintética do AJ é a LOX (SCHALLER;
STINTZI, 2009). Produtos da acdo da LOX contribuem para as reacdes de defesa por
inibir o crescimento de patdgenos, induzir fitoalexinas e na transducdo de sinais
(CHOI et al, 1994). Nos tratamentos com o0s antagonistas UFV618 e UFV592, foi
observada uma maior atividade da LOX antes da inoculacaXgamO dai. Plantas
de soja microbiolizadas com PGPRs tiveram maior atividade da LOX, em todos os
tratamentos cujas plantas foram inoculadas e nédo inoculadasacrophomina
phaseolina comparadas ao controle (sementes ndo microllakjg CHOUDHARY
2011). A maior atividade da LOX nos tratamentos cujas sementes foram micrébio-
lizadas, mas ndo inoculadas, é um indicativo do potencial destes isolados em promo-
ver a resisténcia sistémica induzida, o que também foi observado no presente traba-
Iho. Para as plantas inoculadas cdsno Unico tratamento que aumentou a atividade
da LOX foi o AJ. Resultados semelhantes foram encontrados pet &lu(2009),
em que plantas de tomateiro pulverizadas com metil-jasmapegsentaram aumento
na atividade da LOX e na resisténcia coB#rytis cinerea

As enzimas FAL e POX sao importantes para a sintese de compostos fendli-
cos e da lignina em resposta a infeccdo por patégenos (KLESSIG; MALAMY,
1994). Apenas para as plantas pulverizadas com AJ, ocorreu uma maior atividade da
FAL para as plantas inoculadas cofg. Aplicacbes exdgenas de AJ aumentou a
atividade da FAL em culturas de célulasTdexusspp. durante todo o periodo de
avaliacdo enzimatica (WANGVU, 2005). No presente trabalho, durante o processo
infeccioso da mancha-bacteriana a atividade da FAL foi maior do que no tratamento-
controle apenas aos 5 dai. A FAL € uma enzima-chave na producdo de compostos
fendlicos na rota dos fenilpropandides, o qual é responséavel pela sintese de uma
ampla variedade de metabdlitos secundarios, incluindo ligninas, salicilatos, Cuma-

rinas, amidas do acido hidroxinamico, flavonoides, pigmentos, protecéo contra luz
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UV e antioxidantes (DIXON; PAIVA, 1995). Conforme descrito acima, produtos da
atividade da FAL sdo muitos e, possivelmente, a maior atividade da FAL para as
plantas ndo inoculadas comparadas com as inoculaddsatpforam outras além da
producao de compostos fendlicos de defesa. Para os tratamentos UFV592, UFV252 e
AJ, a atividade da FAL foi maior tanto para as plantas ndo inoculadas quanto para as
inoculadas conAs em pelo menos uma época de coleta. Transcritos da PAL foram
detectados em plantas de arroz néo inoculadasPgoicularia griseg mas a acumu-

lacdo foi muito maior para as plantas inoculadas com esse fungo (RODRIZUES

al., 2005). Para as plantas inoculadas ctgre As em pelo menos uma época de
coleta, a atividade da FAL foi maior do que para as plantas ndo inocetatados

0s tratamentos, exceto para o tratamento UFV252 onde ndo houve diferenca entre as
plantas ndo inoculadas e inoculadas e@n

O MDA é um produto da decomposi¢cédo de acidos graxos poli-insaturados e
tem sido utilizado como um marcador da peroxidacao lipidica (WANG; 2005)

A peroxidacéo lipidica pode ser iniciada pelas LOX, as quais incorporam moléculas
de oxigénio nas cadeias lipidicas poli-insaturadas, tendo como produto hidropero-
xidos lipidicos (AXELRODet al, 1981). Em todos os patossistemas estudados no
presente trabalho, em pelo menos uma época de coleta a concentracdo de MDA foi
maior no tratamento-controle inoculado em comparacédo aos tratamentos UFV618,
UFV592, UFV252 e AJ, indicando um maior dano nas membranas no tratamento-
controle, o que corrobora com os maiores valores de severidade observados.

A aplicagdo dos antagonistas UFV618, UFV592 e UFV252 e do indutor AJ
revelou ser promissor para a inducao de resisténcia em plantas de tomateiro inocula-
das comXyv, Fol e As o que foi evidenciado com o aumento das atividades de enzi-
mas de defesa e com menores valores de severidades em comparacdo ao tratamento-
controle. Para as plantas tratadas com os antagonistas e o AJ também foi evidenciado
menores danos ao sistema de membranas, o que foi confirmado pelas menores com-
centragOes de MDA e com os menores valores de severidade. Devem ser realizados
mais testes para estudar se além da inducéo de resisténcia o controle biologico direto
esta ocorrendo e, também realizar estudos mais aprofundados com a proposi¢ao de
formulacdo de bioprodutos a base dos antagonistas UFV618, UFV592 e URV252,

serem inseridos dentro do contexto de manejo integrado de doencgas do tomateiro.
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