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RESUMO

VIEIRA, Benardo de Almeida Halfeld, D.S., Universdade Federa de Vicosa,
dezembro de 2002. Bactérias residentes do filoplano de tomateiro como agentes
de controle bioldgico de enfermidades da parte aérea da cultura. Orientador:
Reginaldo da Silva Romeiro. Conselheiros. Eduardo Seiti Gomide Mizubuti e Maria
Cristina Bacarat Pereira.

A busca de alimentos produzidos sob um sistema de manejo menos agressivo ao
meio ambiente vem sendo adotado por um ndmero cada vez maior de produtores.
Entretanto, apesar de existirem diversos beneficios na reducdo ou até eliminacéo do uso
de defensivos, a grande diversidade de doencas em tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.), capazes de limitar a producédo, torna necessaria a busca por alternativas viaveis,
eficientes e tecnicamente comprovadas. Dentre 0s organismos mais estudados, bactérias
tém sido relatadas como agentes de biocontrole capazes de atuar por meio de
mecanismos como antibiose, parasitismo, competicdo e inducdo de resisténcia. O
presente trabalho teve como objetivos selecionar bactérias do filoplano do tomateiro,
baseado em uma estratégia de selecdo in vivo, verificando se ha um método de
isolamento que permita obter antagonistas eficientes no controle da pinta-preta, causada
por Alternaria solani, requeima por Phytophthora infestans, mancha-bacteriana
pequena por Pseudomonas syringae pv. tomato e mancha-bacteriana por Xanthomonas
vesicatoria. Objetivou ainda estudar a possibilidade dos mecanismos de antibiose e
inducdo de resisténcia serem responsaveis pelo controle destas doengas e se testes de

antibiose in vitro sdo adequados como critério de selecdo. Caracterizar aspectos
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biol6gicos dos antagonistas que podem otimizar sua aplicacdo como agente de
biocontrole. Determinar a quais produtos antimicrobianos os isolados so insensivels,
visando fornecer subsidios para 0 desenvolvimento de meios semi-sel etivos e estudos de
dindmica populaciona. Verificar sua compatibilidade com antibidticos e fungicidas
registrados para o controle de enfermidades do tomateiro, a fim de inseri-lo no sistema
de mangjo integrado e estudar a eficiéncia de antagonistas selecionados em condicoes
de campo. Os resultados demonstram que, em foliolos mais jovens, os métodos de
isolamento que visam obter bactérias da populacéo total e da superficie do filoplano,
foram os que permitiram obter a maioria dos antagonistas. O unico obtido de foliolos
mais velhos foi proveniente da populacdo capaz de habitar sitios protegidos do filoplano
e/lou resistir a fatores de estresse. Nao se observou relacdo entre caracteristicas
biol6gicas dos antagonistas e dos patdgenos testados. Nos testes de antibiose com os
antagonistas selecionados, o isolado UFV-STB 6 foi capaz de produzir compostos
volateis e inibir a germinacéo de cistos de Phytophthora infestans, o que possivelmente
deve estar envolvido no controle da requeima. O isolado UFV-IEA 6 produziu
quitinase, havendo uma tendéncia em reduzir a taxa de crescimento de Alternaria solani
por compostos voléteis. Ficou demonstrado que os testes de antibiose in vitro sdo
inadequados como critério para selecdo de agentes de biocontrole do filoplano de
tomateiro. A caracterizacdo dos melhores antagonistas demonstrou que trés s&o
bactérias Gram-positivas, em forma de bastonete, e uma Gram-negativa, pleiomorfica.
Dentre as Gram-positivas todas sdo anaerdbias facultativas e uma forma enddsporos.
Nenhum antagonista foi capaz de causar reacéo de hipersensibilidade (HR) em fumo e
produzir pigmento fluorescente in vitro. Os periodos de geracéo calculados a partir das
curvas de crescimento revelaram que trés isolados sdo capazes de se multiplicar
rapidamente em meio de cultura, o que é uma caracteristica desgjavel. Os resultados
obtidos a partir dos antibiogramas, mostraram gue existem antibioticos que podem ser
utilizados para elaboracéo de meios semi-seletivos, adequados a cada antagonista e 0s
testes de compatibilidade com antibiéticos e fungicidas utilizados na cultura do
tomateiro revelaram que os antagonistas podem ser expostos aos fungicidas benomyl,
enxofre, dimetomorph e tiofanato-metilico. Verificou-se também a inadequacéo de se
utilizarem compostos antimicrobianos em meio de cultura para isolamento de agentes
bacterianos de controle biolégico, uma vez que os antagonistas selecionados foram
sensiveis a maioria dos produtos testados. Os testes com as enzimas indicadoras do

estado de inducdo de resisténcia, b-1,3-glucanases, Fenilalanina amonialiase (PAL),
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Peroxidases (PO), Polifenoloxidases (PPO) e Lipoxigenases (LOX), indicaram que o
isolado UFV-IEA 6 foi capaz de promover aumento significativo na atividade das PO,
evidenciando a possibilidade do antagonista agir como indutor de resisténcia. Esse
parece ser o primeiro caso que se tem conhecimento de uma bactéria ndo fitopatogénica
do filoplano induzindo resisténcia na mesma cultura de onde foi obtida. Os testes com
os dois antagonistas em condi¢fes de campo demonstraram que UFV-STB 6 foi 0 mais
eficiente em reduzir a severidade da requeima no tercos médio e superior das plantas,
enquanto UFV-IEA 6, somente no terco superior. Houve tendéncia na reducdo do
progresso da septoriose por UFV-STB 6 e capacidade em diminuir o nimero de frutos
com sintomas de requeima. Os resultados demonstram o potencial de uso dos agentes de

biocontrole selecionados para as doencas da parte aérea de tomateiro estudadas.



ABSTRACT

VIEIRA, Bernardo de Almeida Halfeld, D.S., Universdade Federa de Vicosa,
December 2002. Tomato phyloplane resident bacteria as biological control
agents of aerial diseases. Advisor: Reginaldo da Silva Romeiro. Committee
Members: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti and Maria Cristina Bacarat Pereira.

Farmers are increasingly adapting environmentally less aggressive management
systems for food production and there are many benefits in reducing or even eliminating
pesticide use. Due to a large number of production limiting diseases on tomato
(Lycopersicon esculentum), it is desirable to find technicaly viable and proven
alternatives for their control. Among the microorganisms, bacteria have been reported
as biocontrol agents capable of acting through antibiosis, parasitism, competition and
induced resistance. The present study aimed at selecting the tomato phylloplane
bacteria, based on in vivo isolation strategy, and to determine if this method permits
obtaining efficient antagonists to control Alternaria solani leaf spot, Phytophthora
infestans blight, small bacterial leaf spot caused by Pseudomonas syringe pv tomato,
and bacterial leaf spot caused by Xanthomonas vesicatoria. The study also aimed at
determining mechanisms of action, such as antibiosis and induced resistance, involved
in disease control, and to determine if the antibiosis tests are sufficient selection criteria.
The study also included biological characterization of the antagonists that may optimize
their use. To help develop selective or semi-selective media for population dynamic
studies, insensitivity of selected isolates to some antimicrobial compounds was also

determined. The compatibility of select antagonists with antibiotics and fungicides
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registered for control of tomato diseases was elucidated so that the antagonist can be
inserted in the integrated management. Field studies were done to determine the
efficiency of select antagonists. The isolation method that obtain total bacterial
population from the phylloplane of the young leaflets permitted obtaining maximum
number of antagonists. The only one isolate obtained from the older leaflets originated
from the population capable of inhabiting protected sites of phylloplane and/or that
resist stress factors. There was no relation between biological characteristics of the
antagonists and of the pathogen tested. In the antibiosis testes, the isolate UFV-STB 6
produced volatile compounds that inhibited germination of P. infestance cyst and may
be involved in the control of blight. The isolate UFV-IEA 6 produced chitinase and
showed a tendency to reduce A. solani growth by the volatile compounds. In vitro
antibiosis testes were inadequate criteria to select biocontrol agents from tomato
phylloplane. The characterization of promising antagonists showed that three were
Gram positive bacilli and one was gram negative pleiomorphic bacteria. Among the
Gram positives all were facultative anaerobes and the one formed endospores. None of
the antagonists caused hypersensitive reaction (HR) in tobacco, and did not produce
fluorescent pigment in vitro. The generation period calculated from the growth curve
revealed that three isolates are capable of multiplying rapidly in the culture media,
which is a desirable characteristic. The antibiograms showed that there are antibiotics
that can be used for elaboration of semi-selective media for each of antagonists and the
compatibility testes with antibiotics and fungicides used on tomato crop reveaed that
the antagonists can be exposed to fungicides such as benomyl, sulfur, dimethomorph
and thiophante-methyl. Many antimicrobial compounds were inhibitory to the selecte
antagonists in culture media used for isolation of bacterial biocontrol agents, therefore
were inadequate for use in selective media. The analysis of enzymes involved in
induced resistance, like [1-1,3-gluconase, phenylalanine ammonia lyase (PAL),
peroxidase (PO), polyphenol oxidase (PPO) and lipoxigenase (LOX), showed that the
isolate UFV-IEA 6 was capable of increasing PO activity, showing the possibility of
being a resistance inducer . This appears to be the first case of a non-pathogenic
phylloplane bacterium inducing resistance in a plant of origin. The field testes with two
antagonists, UFV-STB 6 was more efficient in reducing the blight severity in the middle
and upper third of the plant, while UFV-IEA 6 only in the upper third. The latter isolate
also showed a tendency for reducing the Septoria leaf spot progress and the number of
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fruits with the blight symptoms. The results showed these isolates have the potential of

use to control tomato diseases of aerial parts.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) € uma cultura oleracea
amplamente cultivada no mundo (Filgueira, 2000) sendo o Brasil atualmente o sétimo
produtor mundial (FAO, 2002). A cultivar Santa Clara abrange mais de 70% do
mercado para consumo in natura, com frutos do tipo ‘ Santa Cruz’ (Peixoto et al., 2001).
Dentre as hortalicas processadas € a mais importante (Vilela & Macedo, 2000).

Atualmente, a busca de alimentos produzidos sob um sistema de manejo capaz
de agredir menos o ambiente vem aumentando consideravelmente entre os produtores,
visando causar menos impactos ecolégicos que sistemas agricolas convencionais
(Browne et al., 2000; Righy et al., 2001; Mader et al., 2002). Esta tendéncia se reflete
no surgimento de nichos de mercado dispostos a oferecer maior remuneracdo por
produtos organicos, que podem chegar a precos 30% superiores que 0S pagos por
produtos ndo orgéanicos, tornando viavel o investimento neste sistema de produgdo
(Junqueira & Luengo, 2000). Estima-se que, dentre os agricultores brasileiros que
produzem especificamente para este mercado, cerca de 7,77% cultivam hortalicas, em
uma area de 2.989 ha, sendo o tomateiro uma das principais culturas (Ormond et al.,
2002).

Entretanto, apesar de existirem diversos beneficios na reducdo ou até eliminacéo
do uso de defensivos, o grande nimero de doencas do tomateiro, capazes de limitar a
producéo (Lopes & Santos, 1994; Kurozawa & Pavan, 1997), torna necessaria a busca
por aternativas viaveis, eficientes e tecnicamente comprovadas (Lazarovitz, 2001). O

controle bioldgico de doencas de plantas vem sendo cada vez mais explorado, com um
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aumento crescente das pesquisas nesta area a partir dos Ultimos 20 anos, gerando
atualmente cerca de 40 produtos comerciais nos EUA (Paulitz & Bélanger, 2001; APS
Biological Control Committee, 2002).

Dentre os organismos mais estudados, bactérias tém sido relatadas como agentes
de biocontrole capazes de atuar através de diversos mecanismos como antibiose,
parasitismo, competicdo e inducdo de resisténcia (Whipps, 2001; Gerhardson, 2002). A
antibiose é um dos mecanismos mais explorados (Strobel et al., 1999; Jiang et al., 2001;
Stockwell et al., 2002) e consiste na producdo de metabdlitos capazes de suprimir o
desenvolvimento de outro organismo. A producéo de enzimas capazes de degradar
componentes, como 0s que constituem a parede celular, caracteriza o mecanismo de
parasitismo (Kong et al., 1997; Guetsky et al., 2002), uma vez que se admite que é um
meio da bactériater acesso a nutrientes. Porém, muitas vezes, a producéo de antibiéticos
e enzimas ocorre simultaneamente, dificultando a elucidacdo do mecanismo de controle
envolvido (Whipps, 2001). Na competicdo, a producdo de sideréforos é a mais
estudada, principamente envolvendo espécies de Pseudomonas que utilizam estes
compostos como meio de competir por ferro (Laine et al., 1996; Whipps, 2001). A
inducdo de resisténcia € um dos mecanismos de bhiocontrole que mais evoluiu nos
altimos anos (Whipps, 2001), principamente utilizando rizobactérias como indutores
(Sticher et al., 1997; van Loon et al., 1998).

No filoplano, bactérias sdo os organismos mais abundantes, com uma popul agéo
estimada em 10" células/cm? de superficie foliar. Entretanto, pouco se sabe em relagdo a
diversos aspectos de bactérias ndo patogénicas que colonizam este local, que
aparentemente exercem importante papel na supressdo de organismos deletérios
(Lindow & Leveau, 2002). Explorar suas potencialidades e investigar como podem ser
utilizadas como agentes de controle bioldgico de patdgenos de parte aérea, pode trazer
grandes contribui¢des no mang o de doencas.

O presente trabalho teve como objetivos selecionar bactérias do filoplano do
tomateiro, baseado em uma estratégia de selecdo in vivo, verificando se hd um método
de isolamento que permita obter antagonistas eficientes no controle de importantes
doencas do tomateiro causadas por Alternaria solani Sorauer, Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe 1933) Young, Dye &
Wilkie 1978 e Xanthomonas vesicatoria (Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters &
Swings 1995. Estudar a possibilidade dos mecanismos de antibiose e inducdo de

resisténcia serem responsaveis pelo controle destas doencas e se testes de antibiose in
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vitro sdo adequados como critério de selecdo. Caracterizar aspectos biologicos dos
antagonistas que podem otimizar sua aplicacdo como agente de biocontrole. Determinar
a sensibilidade dos antagonistas selecionados a compostos antimicrobianos, visando
fornecer subsidios para o desenvolvimento de meios semi-seletivos e estudos de
dindmica populacional. Verificar sua compatibilidade com antibidticos e fungicidas
registrados para o controle de enfermidades do tomateiro, a fim de inseri-lo no sistema
de mangjo integrado e estudar a eficiéncia de antagonistas selecionados em condigoes

de campo.
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COMPARACAO ENTRE DIFERENTESMETODOS DE ISOLAMENTO DE
BACTERIASDO FILOPLANO DE TOMATEIRO VISANDO POPULACOES
ESPECIFICASE IMPLICACOESNA SUA EFICIENCIA
COMO AGENTESDE BIOCONTROLE

RESUMO

Em um processo de selecéo de bactérias do filoplano de tomateiro com potencial
para o controle de doencas de parte aérea da cultura, diferentes métodos de isolamento
foram utilizados visando obter isolados da populagéo total, da populacéo da superficie
foliar e isolados que habitam locais protegidos do filoplano e/ou que toleram fatores de
estresse. Foi testada a capacidade de 300 isolados em controlar in vivo, as doengas
causadas por Alternaria solani, Pseudomonas syringae pv. tomato e Phytophthora
infestans. Os testes foram repetidos para cada um dos antagonistas selecionados,
estudando-se também a capacidade de controlar a mancha-bacteriana, causada por
Xanthomonas vesicatoria. Os resultados demonstraram haver predominio de
antagonistas provenientes de foliolos do terco superior da planta de populacéo total ou
da superficie. Entretanto, o Unico antagonista selecionado, isolado de foliolos do terco
inferior, foi obtido de locais protegidos do filoplano e/ou capaz de tolerar fatores de

estresse.

ABSTRACT

In a process of selecting tomato phylloplane bacteria with the potential of
controlling the aerial diseases of this crop, different isolation methods were used to
obtain the isolates from total leaf surface and also from protected sites of the
phylloplane and/or those tolerant to stress factors. Three hundred isolates were tested in
vivo for their ability to control the diseases caused by Alternaria solani, Pseuodomonas
syringae pv tomato and Phytophthora infestans. The tests were repeated for each of the
selected antagonist, to also determine their capacity to control the bacterial wilt, caused

by Xanthomonas vesicatoria. The results demonstrated predominance of antagonists in



the total population originating from the surface of the leaflets harvested from the upper
third of the plants, while only one selected antagonistic isolate obtained from the lower
third was recovered from the protected sites of the phylloplane and/or was stress

tolerant.

INTRODUCAO

Dentre os diversos agentes bidticos que podem ser utilizados em controle
biol6gico, as bactérias do filoplano s80 uma aternativa ainda pouco explorada,
principalmente quando comparadas as rizobactérias (Lindow & Leveau, 2002) e esta
diferenca se deve, em grande parte, as caracteristicas do habitat onde cada um se
encontra. A filosfera (Last, 1955; Ruinen, 1956) € um ambiente complexo, que sofre
variagoes intermitentes de umidade, temperatura, incidéncia de radiagdo, ventilagéo,
composi¢cdo e quantidade de nutrientes disponiveis (Andrews & Hirano, 1991; Wilson
et al., 1999), o que dificulta o estabelecimento de populactes no filoplano. Estes fatores
fazem com que, muitas vezes, agentes de biocontrole promissores sejam ineficientes,
por serem incapazes de sobreviver ou manter suas populacdes em alta densidade, o que
os impede de exercer suas fungdes no controle de doengas (L eben, 1985).

Desta forma, obter antagonistas com maior capacidade de sobrevivéncia, pode
ser um fator que determine sua efetividade em condicBes de campo. As bactérias do
filoplano utilizam basicamente dois tipos de estratégias para sobreviverem em
ambientes de estresse, de tolerancia e de escape. A primeira requer capacidade em
tolerar condicBes indspitas, tais como a incidéncia de radiacdo ultravioleta, baixa
umidade, além de outros, enquanto a segunda, considera a habilidade da bactéria em
explorar sitios que oferegam um ambiente menos sujeito a estresses ambientais
(Andrews & Hirano, 1991; Beattie & Lindow, 1995; Beattie & Lindow, 1999; Wilson et
al., 1999). Adotar metodologias que explorem essas propriedades pode ser um modo de
otimizar a obtencdo de bons agentes de biocontrole.

Além da questdo da sobrevivéncia, um outro fator que pode ser essencial para
gue um antagonista seja eficaz é o seu estabel ecimento no mesmo local que o patégeno,
desenvol vendo-se nas mesmas condi¢des ambientais ideais para a ocorréncia da doenca.

Assim, um processo de selecdo de antagonistas visando o controle da pinta-preta,



causada por Alternaria solani Sorauer, poderia ser mais €eficiente utilizando antagonistas
gue habitem foliolos mais velhos, j& que nestes locais o patdgeno se desenvolve melhor
e apresenta periodo de incubacdo mais curto do que em foliolos jovens (Rotem, 1994).
Da mesma forma, pode-se fazer uma analogia a capacidade do antagonista se
desenvolver rapidamente em faixas de temperatura ideais para cada patdgeno
desafiante. A. solani e Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe 1933) Young, Dye &
Wilkie 1978, por exemplo, tém como temperatura 6tima de desenvolvimento 25°C
(Rotem, 1994; Preston, 2000); ja Phytophthora infestans (Mont.) de Bary se desenvolve
muito bem em uma faixa de temperatura proxima a 18°C (Erwin & Ribeiro, 1996).

Este trabalho teve como objetivo obter antagonistas com capacidade de controle
das doencas causadas por A. solani , P. infestans e P. s. pv. tomato, em condicdes de
casa-de-vegetacdo, a partir de trezentos isolados bacterianos obtidos do filoplano de
tomateiro, testando-se também sua eficiéncia contra Xanthomonas vesicatoria (ex
Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995.

Por meio de metodologias distintas, investigou-se a possibilidade de haver
relacdo entre os critérios de isolamento de cada antagonista, com os locais habitados
naturalmente por eles e sua capacidade de sobrevivéncia no filoplano, aém de se
associar caracteristicas especificas da biologia de cada antagonista e dos patégenos
desafiantes.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos foliolos

As amostras foram coletadas em diferentes épocas e locais, de plantas de
tomateiro ndo submetidas a pulverizagdo com produtos quimicos, em plantios caseiros
na cidade de VicosaMG. Retiraram-se foliolos ao acaso no terco superior (S) e inferior
(I) da planta. Os foliolos foram acondicionados em sacos de papel e foram identificados

de acordo com o local da planta da qual foram retirados.



I solamento dos potenciais candidatos a antagonistas

Isolados dos candidatos a antagonistas foram obtidos de trés formas distintas.
Visando obter amostras da populacéo total de bactérias do filoplano (T), dois foliolos
foram depositados em Erlenmeyer de 150 mL de capacidade, contendo 50 mL de
solucdo salina (0,85% NaCl) estéril com 0,3% de Tween 80 (Romeiro, 2001) e
submetidos a ultra-som a 60 Hz por 20 min. Para isolamento de bactérias da popul agcdo
da superficie foliar (L), foram pipetados 3 mL de solucdo salina estéril com 0,3% de
Tween 80 com pipeta automatica, deixando-se escorrer esta aliquota sobre cada foliolo
obtendo-se um extrato pela lavagem de dois foliolos por amostra. Ja para obtencéo de
isolados que habitam locais protegidos do filoplano e/ou que toleram fatores de estresse
(E), dois foliolos permaneceram por 30 s em solucéo de hipoclorito de sodio a 0,5%
sendo em seguida lavados rapidamente em agua estéril (adaptado de Schneider &
Grogan, 1977) e submetidos a ultra-som a 60 Hz por 20 min, nas mesmas condi¢oes
para obtencdo de amostras da populagéo total.

Para cada extrato foi feita uma diluicdo seriada, em fator de diluicdo variando
até 1:5°, sendo depositados 100 pPL das amostras obtidas em cada diluicdo, em duas
placas de Petri contendo meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) espalhando-se
com alca de Drigalski sobre a superficie para o semeio (Romeiro, 2001). Uma das
placas semeadas com a mesma amostra foi levada a incubadora a 25°C (A) e outra a
18°C (B).

As culturas puras foram obtidas de placas cujo fator de diluicdo permitiu o
crescimento de colOnias isoladas. Estas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970), coletando-se preferenciamente
col6nias morfologicamente distintas (Berg et al., 2002). Um total de trezentos isolados

bacterianos foi obtido nesta etapa.

Selecdo massal

Para selecdo massal dos melhores antagonistas, foram utilizadas plantas de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv. Santa Cruz ‘Kada com cinco folhas
desenvolvidas, contidas em vasos independentes, com capacidade para 500 mL. Cada
grupo de seis plantas foi pulverizado com uma suspensdo gjustada em absorbancia a

540 nm (As4) igual a 0,3 de um dos candidatos a antagonistas a ser testado, utilizando-
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se como tratamentos controle para A. solani e P. infestans trés plantas pul verizadas com
clorotalonil (1,5 gi.a L™) e paraP. s. pv. tomato trés plantas com oxicloreto de cobre
(1,7 gi.a L™). A testemunha consistiu de seis plantas pulverizadas com &gua.

Apbs quatro dias em casa-de-vegetacdo, foliolos das plantas pulverizadas com as
bactérias em teste e com clorotalonil foram retirados e depositados em trés caixas
gerbox contendo papel toalha umedecido, em uma quantidade suficiente para cobrir
toda a superficie interna das caixas. Trés plantas foram pulverizadas com uma
suspensdo de conidios de A. solani (2,5 x 10° conidios mL™) e outras trés com
suspensdo de células de P. s. pv. tomato (Asq= 0,15), levando-se para camara Umida
por 24 h a 25°C, constituindo-se cada planta uma repeticdo. Os foliolos depositados em
gerbox foram borrifados com 2,5 x 10 cistos mL™ de P. infestans. Cinco |aminas de
microscopia foram distribuidas entre as caixas para se determinar, por microscopia, 0
nimero de cistos por area pulverizada. O material foi mantido em cémara de
crescimento a 18°C com fotoperiodo de 12 h.

Ao serem observados os primeiros sintomas, quantificou-se o nimero de
lesbes/foliolo para A. solani e P. s. pv. tomato. Para P. infestans, foi determinada a
freqliéncia de infeccdo calculando-se a porcentagem de lesdes nos foliolos contidos na
area interna das gerbox em relacdo ao numero de cistos depositados, determinado no
momento da inoculagcdo. A severidade da doenca trés dias apds o aparecimento dos
sintomas também foi quantificada, uma vez que, em alguns casos, houve esporulacéo do
patbgeno sem serem observadas manchas nos foliolos. A avaliacdo foi feita
comparando-se a area foliar sadia dos tratamentos com cada antagonista e os foliolos
tratados com clorotalonil.

Testou-se um total de trezentos isolados bacterianos, para cada um dos
patdgenos, em seis ciclos de selecdo, utilizando-se cinguienta isolados por ciclo.

O critério de selecdo adotado preconizou que o0s antagonistas que
proporcionavam menor severidade de doenga, com menor valor de desvio padréo, para
pelo menos dois patdgenos, fossem sel ecionados em cada etapa.

Dos trezentos isolados bacterianos testados para cada patdgeno, um total de dez

antagonistas foi preliminarmente selecionado.
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Deter minagdo dos melhor es antagonistas selecionados

Para escolha dos antagonistas mais promissores dentre os dez provenientes da
selecdo massal, 0 mesmo procedimento foi adotado, testando-se também X. vesicatoria
como patdégeno desafiante, da mesma forma que os ensaios para P. s. pv. tomato.
Entretanto, foram utilizadas cinco repeticles para cada tratamento, onde cada repeticéo
foi representada por duas plantas de tomate cv. Santa Clara, com cinco folhas
desenvolvidas, cultivadas em vasos independentes.

Nesta etapa foram selecionados os quatro antagonistas com eficiéncia contra o
maior nimero de patégenos desafiantes, por meio dos mesmos critérios de avaliagdo
utilizados na etapa de selecéo massal.

Confirmacéo da efetividade dos antagonistas

Em etapa posterior de confirmagdo da efetividade dos quatro melhores
antagonistas, foram utilizadas quatro repeticoes para cada tratamento, utilizando-se a
metodologia adotada nos ensaios anteriores, porém utilizando plantas de tomate
cv. Santa Cruz ‘Kada' . Os patdgenos desafiantes utilizados nesta etapa foram A. solani,

P. s. pv. tomato e X. vesicatoria.

Andlise de dados

A andlise estatistica dos ensaios foi realizada por meio do programa SAS, versdo
8.00, utilizando o Proc GLM e teste de Tukey a 5%.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os procedimentos para isolamento permitiram obter diferentes nimeros de
unidades formadoras de colonias. Nos méodos T e L, somente nas culturas
provenientes do extrato submetido a diluicdo em fator 1:5° foram observadas coldnias
isoladas enquanto que, no método E observaram-se colénias apenas no extrato nao
diluido, em nimero bastante reduzido. Estas observacdes indicam que a probabilidade

de se obter bactérias provenientes de populagdes que habitam sitios protegidos ou que
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toleram fatores de estresse, pelos métodos T e L é muito pequena, jA que sua
representatividade na populacdo total foi menor. Verificou-se também menor nimero de
colonias de culturas das mesmas amostras incubadas a 18°C, que as incubadas a 25°C.
Houve também um maior atraso para o seu surgimento, como esperado.

Das trezentas bactérias testadas para cada patdgeno desafiante em seis ciclos de
selecBo massal, um total de dez antagonistas foi selecionado (Tabela 1). Néo foi
observada tendéncia relacionando 0 método de isolamento utilizado com caracteristicas
biologicas especificas dos patdgenos desafiantes. Entretanto, os resultados indicam
haver predominio de antagonistas obtidos a partir de foliolos do terco superior da
planta, de populacdo total ou da superficie, com excecdo do antagonista UFV-IEA 6,
obtido de foliolos do terco inferior apds desinfestacdo dos foliolos.

E possivel que organismos isolados por este procedimento se aproveitem de
vantagens como tolerar as adversidades ambientais ou colonizar os sitios protegidos,
uma vez que nestes locais ocorre grande competicdo entre microrganismos, que
procuram um ambiente com maior estabilidade (Schneider & Grogan, 1977; Leben,
1988). Além disso, dois fatores oferecem vantagens na colonizagdo destes sitios: uma
maior capacidade de sobrevivéncia por serem locais menos sujeitos a estresses
ambientais (Beattie & Lindow, 1995; Beattie & Lindow, 1999; Wilson et al., 1999) e o
acesso a nutrientes pouco disponiveis (Andrews & Hirano, 1991). Mercier & Lindow
(2000) demonstraram que, embora a disponibilidade de fontes de carbono em foliolos
de tomateiro segja bastante abundante e capaz de suprir grandes popul agdes bacterianas,
em relacdo a outras plantas como ervilha e milho, uma quantidade significativa ndo é
capaz de ser utilizada, devido ao dificil acesso a esses nutrientes, fazendo com que a
competicdo nesses locais sejareduzida.

Os resultados demonstram que todos os dez antagonistas selecionados foram
capazes de reduzir a severidade para os patégenos desafiantes em tomate cv. Santa
Clara. O isolado UFV-IEA 6 foi o que apresentou melhores resultados, reduzindo
significativamente a severidade da doenca, para todos os patdgenos (Figuras 1-4).
Percebe-se que, na maioria dos casos, ha maior eficiéncia de controle para as doencas
gue o antagonistafoi selecionado (Tabela l).

Nestes ensaios também foi verificado que UFV-SLA 80 se destacou no controle
da pinta-preta (A. solani) e requeima (P. infestans), UFV-STB 2 no controle da pinta-
preta e da mancha-bacteriana pequena (P. s. pv. tomato) e UFV-STB 6 no controle da
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pinta-preta, requeima e mancha-bacteriana pequena. Por estes resultados, estes isolados
foram também sel ecionados entre os dez melhores, para serem re-testados.

Em etapa seguinte de confirmagéo dos resultados, repetiram-se os testes em
plantas de tomate cv. Santa Cruz ‘Kada, utilizando-se 0s quatro antagonistas
selecionados na etapa anterior. Verificou-se mais uma vez que todos foram capazes de
reduzir o nimero de lesdes por foliolo, para os patégenos A. solani, P. s. pv. tomato e
X. vesicatoria (Figuras 5-7), e que o isolado UFV-IEA 6 se destaca novamente no
controle da mancha-bacteriana peguena e mancha-bacteriana (X. vesicatoria);
UFV-STB 2 para pinta-preta e mancha-bacteriana pequena e UFV-STB 6 para pinta-
preta, com eficiéncia intermediaria em relacdo aos demais patdgenos desafiantes,
enquanto que UFV-SLA 80 obteve bons resultados no controle da pinta-preta e mancha-
bacteriana

Os dados apresentados demonstram que 0s quatro antagonistas tém um grande
potencial para uso como agentes de biocontrole das doencas para os quais foram
selecionados, e que, o isolado UFV-IEA 6, se mantém eficiente tanto em plantas de
tomate pertencentes a cv. Santa Cruz ‘Kada' quanto acv. Santa Clara.

O fato dos antagonistas serem capazes de controlar uma ampla gama de doencas
de origem fungica e bacteriana, faz com que sga importante a determinacéo do(s)
mecanismo(s) responsavel(is) pela sua eficiéncia, uma vez que podem estar envolvidos
antibiose, parasitismo, competicdo por nutrientes ou até a inducéo de resisténcia, ja que
a inespecificidade de controle contra doencas causadas por diversos organismos € uma

das caracteristicas deste mecanismo de acdo (van Loon et al., 1998).
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Tabela 1 - Antagonistas selecionados em diferentes ciclos de selecdo massal, que
apresentaram controle satisfatorio para pelo menos duas doencas em
plantas de tomate cv. Santa Cruz ‘Kada'.

Cicloem quefoi

Antagonista sdecionado Doencas controladas
UFV-SLA 6* 1°ciclo Pinta-preta e Requeima
UFV-STB 6 2°ciclo Pinta-preta e Requeima
UFV-STA 33 2°ciclo Mancha-bacteriana pequena e Requeima
UFV-IEA 6 3°ciclo M ancha-bacteriana pequena e Requeima
UFV-STB 2 4°ciclo Pinta-preta e Requeima
UFV-STB 30 4°ciclo Pinta-preta e Mancha-bacteriana pequena
UFV-STB 70 5°ciclo Pinta-preta e Requeima
UFV-STB 72 5°ciclo Pinta-preta e Requeima
UFV-SLA 80 6°ciclo Pinta-preta e Mancha-bacteriana pequena
UFV-STB 78 6° ciclo Pinta-preta e Requeima

* As trés letras gue distinguem os antagonistas significam: S, isolado obtido do terco
superior; |, isolado obtido do terco inferior; T, isolado da populacéo total de bactérias
do filoplano; L, isolado da populacdo da superficie foliar; E, isolados que habitam
locais protegidos do filoplano e/ou que toleram fatores de estresse; A, incubacéo a
25°C e B, incubagdo a 18°C. A numeragao é aleatdria, conforme isolamento.
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Figura 1 - Vaores médios da freqiiéncia de infeccdo de Phytophthora infestans em
foliolos de tomateiro cv. Santa Clara, tratados com diferentes antagonistas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Os vaores apresentados correspondem as médias e as barras
representam o desvio padréo.
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Figura 2 - Numero médio de lesBes por foliolo de Pseudomonas syringae pv. tomato em
foliolos de tomateiro cv. Santa Clara, tratados com diferentes antagonistas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Os valores apresentados correspondem as médias e as barras representam
0 desvio padréo.
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Figura 3 - Numero médio de lesdes por foliolo de Xanthomonas vesicatoria em foliolos
de tomateiro cv. Santa Clara, tratados com diferentes antagonistas. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Os
valores apresentados correspondem as meédias e as barras representam o
desvio padréo.
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Figura 4 - NUumero médio de lesdes por foliolo de Alternaria solani em foliolos de

tomateiro cv. Santa Clara, tratados com diferentes antagonistas. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Os
valores apresentados correspondem as médias e as barras representam o
desvio padréo.
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Figura 5 - NUumero médio de lesdes por foliolo de Alternaria solani em foliolos de
tomateiro cv. Santa Cruz ‘Kada, tratados com diferentes antagonistas.
Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Os vaores apresentados correspondem as médias e as barras
representam o desvio padréo.
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Figura 6 - Numero médio de lesdes por foliolo de Pseudomonas syringae pv. tomato em
foliolos de tomateiro cv. Santa Cruz ‘Kada, tratados com diferentes
antagonistas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%. Os valores apresentados correspondem as médias e as barras
representam o desvio padréo.
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Figura 7 - Numero médio de lesdes por foliolo de Xanthomonas vesicatoria em foliolos
de tomateiro cv. Santa Cruz ‘Kada, tratados com diferentes antagonistas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Os valores apresentados correspondem as médias e as barras representam
0 desvio padréo.
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ANTIBIOSE COMO MECANISMO DE BIOCONTROLE POR BACTERIASDE
FILOPLANO DE TOMATEIRO E SUA INADEQUACAO COMO CRITERIO
DE SELECAO DE ANTAGONISTAS

RESUMO

Paralelamente a um processo de selecdo de bactérias do filoplano de tomateiro,
baseado em ensaios in vivo, procurou-se determinar a possibilidade do envolvimento de
compostos antimicrobianos no controle de doencas da parte aérea. Verificou-se também
0 antagonismo entre agentes de biocontrole e capacidade de producdo de quitinase. Dos
dez antagonistas sel ecionados, somente um apresentou efeito inibitorio sobre a liberacéo
de zoOsporos de Phytophthora infestans, e dois conseguiram inibir em
aproximadamente 90% a germinagéo de cistos. Para Alternaria solani, Pseudomonas
syringae pv. tomato e Xanthomonas vesicatoria, somente dois antagonistas foram
capazes de inibir o crescimento destes patégenos. Observou-se uma reducéo da taxa de
crescimento, em testes com compostos volateis, em P. infestans, pelo isolado
UFV-STB 6 e uma tendéncia na reducdo do crescimento de A. solani, pelo antagonista
UFV-IEA 6. Verificou-se que UFV-IEA 6 foi capaz de produzir quitinase, aém de
inibir o crescimento de UFV-STB 2 e UFV-STB 6. Os resultados demonstram que, se
os testes in vitro fossem utilizados como critério de selecdo, muitos isolados eficientes

nado seriam sel ecionados.

ABSTRACT

Involvement of antimicrobial compounds in the biocontrol capacity of the
selected isolates and antagonism among themselves, and their chitinase production was
also determined. Of the 10 selected antagonists, only one showed inhibitory effect on
the zoospore liberation of P. infestans, and two inhibited cyst germination by about
90%. Only two antagonists inhibited the growth of Alternaria solani, Pseudomonas
syringae pv. tomato, and Xanthomonas vesicatoria. The volatile compounds of the
isolate UFV-STB 6 reduced the growth rate of P. infestans. There was a tendency for
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reduced growth rate of A. solani by the isolate UFV-IEA 6, which was capable of
producing chitinase, and reduced the growth of the isolates UFV-STB-2 and UFV- STB
6. The results showed that if only in vitro tests were used as selection criteria, many
efficient isolates may not have been selected.

INTRODUCAO

Entre os diversos mecanismos de controle bioldgico por bactérias, a antibiose €
um dos mais explorados sendo freqlientemente relatado como fator responsavel pela
eficdcia no controle de diversas doencas (Guetsky et al., 2002; Jock et al., 2002;
Stockwell et al., 2002). Dentre as substancias envolvidas na antibiose, as mais
conhecidas sdo as herbicolinas A, B, O el (Ishimaru et al., 1998; Kempf et al., 1993) e
as pantocinas A e B (Wright et al., 2001), excretadas por Pantoea agglomerans, além
de inimeras outras moléculas produzidas por isolados de Pseudomonas (Sneh et al.,
1984, James & Gutterson, 1986; Jayasmal et al., 1990; Kell et al., 1990; Thomashow et
al., 1990; Maurhofer et al., 1992; O’ Sullivan & O’ Gara, 1992; Gaffney et al., 1994).

Muitos pesquisadores consideram a capacidade de producéo destes compostos
como critério para selecdo de agentes de biocontrole (Sleesman & Leben, 1976;
Rozsnyay et al., 1992, Montesinos et al., 1996), correndo-se o risco de antagonistas de
grande potencial de controle serem descartados. Também podem ser perdidas
informagfes que indiquem quais mecanismos envolvidos no biocontrole s&o mais
efetivos contra cada doenca, ja que o modo de agdo mais eficaz deve ser aquele capaz
de afetar fases importantes para o estabelecimento do patégeno, o que varia em cada
caso de acordo com as interagcGes em cada patossistema (Handelsman & Stabb, 1996).
Adotar uma estratégia de selecdo de antagonistas in vivo, para depois investigar o
mecanismo de agdo, poderia evidenciar qual metodologia seria mais adequada na busca
de agentes de controle biolégico. Mesmo assim, em muitos casos, 0os modos de agéo
envolvidos sdo complexos (Gerhardson, 2002) e dificeis de serem elucidados.

Em um processo prévio de selecdo de bactérias do filoplano de tomateiro, em
condicdes de casa-de-vegetacdo, foi testada a capacidade de trezentos isolados em
controlar as doengas causadas por Alternaria solani Sorauer, Phytophthora infestans

(Mont.) de Bary e Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe 1933) Young, Dye &
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Wilkie 1978. Foram selecionados os dez antagonistas mais promissores, os quais foram
testados novamente contra 0s mesmos patégenos, verificando-se também sua
capacidade em controlar a mancha-bacteriana, causada por Xanthomonas vesicatoria
(ex Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995. Ao final, selecionaram-se
0s quatro antagonistas mais eficientes para serem melhor investigados.

Neste trabalho, sGo apresentados os testes de antibiose realizados com todos o0s
isolados bacterianos, utilizados em cada etapa da selecdo, visando verificar se a
producéo de compostos antimicrobianos € o principal mecanismo de acdo dos agentes
de biocontrole selecionados previamente in vivo. Investigou-se também a
compatibilidade entre antagonistas eficientes e a adequacéo da selecéo de agentes de

biocontrolein vitro.

MATERIAL E METODOS

Testes de antibiose

Cada série de cinco dos trezentos candidatos a antagonistas foi semeada, em
pontos equiidistantes, na superficie do meio 523 (Kado & Heskett, 1970), em placas de
Petri de 9 cm de didmetro, seguindo-se a incubagdo por 24 h a 25°C. Decorrido este
periodo, col6nias surgidas foram expostas a vapor de cloroférmio por 1 h para matar as
bactérias e, apbs volatilizacdo, cada placa recebeu sobre-camada de meio semi-solido
fundente ao qual propagulos de um dos patdgenos em teste foi incorporado (Romeiro,
2001). O preparo da sobre-camada a ser adicionada foi feito distintamente para cada
organismo.

Para P. s. pv. tomato, cada cultura foi cultivada por 24 h a 25°C em meio 523
(Kado & Heskett, 1970) liquido, sendo misturados 300 pL a 30 mL do mesmo meio
semi-sblido fundente. Para A. solani, as col6nias foram crescidas em BDA por 7 dias a
25°C e 0 micélio com esporos do fungo raspado e misturado ao BDA semi-solido
fundente.

A avaiagdo da capacidade de inibigcdo foi feita medindo-se a distancia entre a

periferia da col 6nia bacteriana e o bordo do halo.
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Para P. infestans, os ensaios de antibiose foram realizados em laminas de
microscopia. Trés anéis de parafina foram fixados em cada |amina, fundindo-se a
parafina e imprimindo o anel com o auxilio de um frasco de penicilina. Suspensdes dos
candidatos a antagonistas foram gjustadas em espectrofotdmetro em absorbanciaigual a
0,3 em comprimento de onda de 540 nm, depositando-se 120 nL. no centro de um dos
anéis de parafina em trés diferentes |aminas de microscopia utilizando como testemunha
agua destilada. A seguir, esporangios de P. infestans produzidos em fruto de tomate
inoculados artificialmente, foram coletados com um estilete e misturados a cada
suspensdo, depositando-se as |aminas em placas de Petri contendo chumacos de algodao
umedecido, incubando-se por 2 h a 18°C e levando para geladeira por mais 19 h. Cada
suspensdo consistiu de trés repeticdes, sendo cada repeticdo representada em uma
I&mina de microscopia em delineamento inteiramente casualizado.

A capacidade de inibicdo foi determinada pela contagem de 100 esporangios por
amostra ao microscopio 6tico, calculando-se o percentua de esporangios que liberaram
zoobsporos (adaptado de Kong et al., 1997; Hafeld-Vieira et al., 2000). Os resultados
foram expressos admitindo-se como referencial a testemunha, com um percentual de
esporangios vazios considerado igual a 100%.

Cinco intervalos foram adotados (0-25%; 26-50%; 51-75%; 76-100% e
101-233%), a fim de se classificar cada isolado, de acordo com a percentagem de

esporangios vazios registrada.

Testes de antibiose com antagonistas obtidos apos selecéo massal

Todos os testes de antibiose foram repetidos somente para os dez antagonistas
selecionados in vivo, fazendo-se também testes adicionais para Xanthomonas
vesicatoria, damesmaformarealizada para P. s. pv. tomato.

Além de ser determinada a percentagem de esporangios que liberaram zodsporos
em P. infestans, quantificou-se também o percentual de cistos ndo germinados,
seguindo 0s mesmos critérios experimentais.

As andlises estatisticas do teste de antibiose para P. infestans foram feitas no

programa SAS, versdo 8.00, utilizando o proc GLM e teste de Tukey a 5%.
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Testes de antibiose com quatr o antagonistas selecionados
Antibiose entre os antagonistas:

Os testes de antibiose entre os quatro melhores antagonistas selecionados in vivo
foram realizados pelo método da dupla camada, adotando-se 0 mesmo procedimento
utilizado para os patégenos bacterianos, sendo semeado um dos antagonistas na camada
basal e o0 antagonista desafiante incorporado a sobre-camada, em todas as combinacdes
possiveis. A observacdo de um halo restringindo o crescimento do antagonista
desafiante, evidenciou a producdo de compostos antimicrobianos pelo antagonista

contido na camada basal.

Producéo de quitinase:

Foram realizados ensaios visando verificar se os melhores antagonistas sdo
capazes de produzir quitinase. O procedimento adotado utilizou a metodologia descrita
por Cattelan (1999).

Teste de antibiose para deteccéo de compostos inibitorios volétels:

Para investigar a possibilidade de producdo de compostos volateis inibidores de
crescimento, culturas de cada antagonista foram cultivadas a 25°C em meio 523 liquido
(Kado & Heskett, 1970) por 24 h. Incorporaram-se 100 pL de cada culturaa 10 mL de
meio semi-solido fundente (Kado & Heskett, 1970), vertendo-se em placas de Petri de
4 cm de didmetro, e incubando o material a 25°C. As culturas dos patdégenos desafiantes
foram preparadas ap0s 24 h.

Para os patégenos fungicos, em placas contendo BDA depositou-se um disco de
micélio de A. solani ou P. infestans, no centro da placa. Para X. vesicatoria e P. s. pv.
tomato, incorporaram-se células a0 meio 523 (Kado & Heskett, 1970) semi-solido
fundente, seguindo-se 0 mesmo procedimento adotado para o0 semeio dos antagonistas.

Em cémara de fluxo laminar, as tampas das placas foram removidas e o fundo
das placas com as culturas contendo um antagonista e um patdgeno desafiante, unidas
frente a frente e seladas com parafilm. Todas as combinacdes possiveis entre um

antagonista e um patégeno foram testadas.
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As placas contendo A. solani, X. vesicatoria e P. s. pv. tomato foram levadas a
incubadora a 25°C, e as com P. infestans a 18°C. Como controles foram utilizadas
culturas dos patdgenos combinadas a placas contendo somente 0 meio de cultura, sem
nenhum antagonista desafiante. Os ensaios foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticbes, cada repeticdo congtituiu de duas
combinagdes das mesmas culturas.

As avdiacbes para inibicdo dos patégenos bacterianos foram realizadas
observando se estes eram capazes de crescer quando confrontados com um antagonista
apos 24 h de incubacdo. Para A. solani e P. infestans, foi monitorada a taxa de
crescimento micelial ao longo do tempo, medindo-se as colénias com uma régua, em
dois eixos ortogonais. Em cada avaliacéo, foi estimado o didmetro médio da coldnia
(Ongenaet al., 1999).

Foram calculadas as Areas Abaixo da Curva de Crescimento Micelial da cultura
(AACCM) para cada repeticdo, submetendo-se a andlise estatistica com o programa
SAS, versdo 8.00, utilizando o proc GLM e teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS

Testes de antibiose durante o processo de selecdo

Nos testes de antibiose para A. solani e P. s. pv. tomato, 274 isolados bacterianos
obtidos do filoplano do tomateiro, ndo produziram nenhum composto antimicrobiano
detectavel por difusio em é&gar. Dos trezentos isolados testados, dez inibiram o
desenvolvimento de A. solani, doze de P. s. pv. tomato e quatro foram capazes de inibir
ambos.

Para P. infestans, 101 isolados permitiram que 0 a 25% dos esporangios fossem
capazes de liberar zodsporos, 36 isolados 26 a 50%, 23 isolados 51 a 75% e 42 isolados
76 a 100%. Por outro lado, 98 apresentaram valores superiores a 100% de liberacéo de
Z0OSpOoros.

Nos ensaios considerando somente os dez antagonistas selecionados in vivo,
observa-se que UFV-IEA 6, UFV-SLA 6, UFV-SLA 80, UFV-STB 2 e UFV-STB 30,
ndo inibiram a liberacdo de zoosporos de P. infestans, ao contrério de UFV-STB 72
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(Figura 1). Entretanto, percebe-se que UFV-STB 6 e UFV-STB 70 conseguiram inibir
em aproximadamente 90% a germinagdo dos cistos, seguidos de UFV-SLA 80 e
UFV-STB 2, com 68 e 64% de inibicdo, respectivamente.

Nos testes por difusio em agar, o antagonista UFV-SLA 6 inibiu o
desenvolvimento de P. s. pv. tomato e X. vesicatoria com halos deinibicdo de 2 e 4 mm
respectivamente. O isolado UFV-STB 30 apresentou um amplo espectro de inibigéo,
com halos de 3 mm para A. solani e X. vesicatoria e de 1 mm paraP. s. pv. tomato.

Antibiose entre os antagonistas selecionados

O isolado UFV-IEA 6, quando desafiado pelos antagonistas UFV-STB 2 e
UFV-STB 6, foi capaz de restringir o seu desenvolvimento, evidenciado pela
observacao de halos de inibicdo de 5 e 4 mm respectivamente. Por sua vez, o isolado
UFV-STB 6 apresentou um halo pouco nitido com 5 mm, quando desafiado pelo
antagonista UFV-IEA 6.

Producéo de quitinase

A digestéo da quitina, em meio para teste de produgdo de quitinase, evidenciou a
capacidade do isolado UFV-IEA 6 em produzir esta enzima. Houve formacdo de um
hal o transparente em torno da col 6nia semeada, enquanto os demais ndo a produziram.

Antibiose por compostosinibitérios volateis

A producdo de compostos volateis capazes de reduzir a taxa de crescimento foi
verificada para o isolado UFV-IEA 6 que reduziu significativamente a AACCM para
A. solani. Outros trés tiveram atividade intermediaria em relagdo a testemunha (Figura
2). Para P. infestans, somente o antagonista UFV-STB 6 foi capaz de reduzir a taxa de
crescimento micelial, com eficiéncia (Figura 3). Para os patégenos bacterianos ndo foi
verificado nenhum efeito de inibicéo.
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DISCUSSAO

Os resultados demonstram que, nas condicdes testadas, poucas bactérias do
filoplano de tomateiro sdo capazes de produzir substéncias que restringem os patégenos
A. solani e P. s. pv. tomato enquanto que para P. infestans, existiu um equilibrio entre a
representatividade de populacdes que apresentam um grau de inibigc&o em torno de 25%
e daguelas que aumentaram a liberacdo dos zoGsporos.

Fernando et al. (1994) estudando o efeito de Pseudomonas spp. em
Colletotrichum coccodes, observaram que a formagdo de apressorios era estimulada
guando conidios eram colocados em contato com uma suspensdo da bactéria,
aumentando o nimero de lesdes e a severidade da doenca em Abutilon theophrasti
Medic. Esta observacdo indica que bactérias nativas do filoplano sdo capazes de
interagir em fases especificas do desenvolvimento de patégenos foliares, podendo
dterar sua fisiologia No caso de P. infestans, as populacbes que estimularam a
liberacdo de zodsporos podem gjudar a compensar o efeito inibitorio que outras
popul acBes exercem e, de certa forma, atenué-los.

Verifica-se também que a selegdo baseada em testes de inibicdo in vitro, seria
inadequada, uma vez que somente dois dos dez antagonistas sel ecionados foram capazes
de inibir o desenvolvimento dos patdgenos desafiantes, por difusdo de compostos em
meio de cultura, 0 que poderia resultar no descarte dos demais. Para P. infestans, a
Situacdo seria equivalente, jA que somente um antagonista inibiu a liberacdo de
zobsporos em valores inferiores a 25% (Figura 1).

Esta situacdo se agrava ainda mais em relagcdo a compostos voléteis, que
normalmente ndo sdo levados em consideragdo, nem nos trabalhos que investigam
mecanismos de controle associados a producdo de substancias antimicrobianas
(Rozsnay et al., 1992; Montesinos et al., 1996; May et al., 1997). Entretanto, no
filoplano, talvez estes compostos ndo tenham um papel tdo importante na inibicdo de
fitopat6genos.

Verificase que, embora UFV-IEA 6 ndo tenha restringido o crescimento de
nenhum patdgeno por difusdo em agar, houve uma reducéo da taxa de crescimento de
A. solani no estudo de inibicdo por compostos volateis (Figura 2). Porém, o acimulo de
CO,, favorecido nas condicbes experimentais, pode ter sido o responsavel pela
diminuicdo na taxa de crescimento, pel os trés antagonistas testados e por UFV-IEA 6, ja
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gue o desenvolvimento de culturas de Alternaria spp. € reduzido em altas concentracdes
de CO, (Smart et al., 1992).

Ishimaru et al. (1988), trabahando com herbicolinas produzidas por
P. agglomerans, demonstraram que diferentes substancias contidas em meio de cultura
podem interferir na atividade de substancias antimicrobianas. Os autores verificaram
gue uma das formas purificadas, a herbicolina O, teve sua eficiéncia reduzida quando o
aminoécido L-histidina estava presente e inativada em condi¢des de baixo pH, o que
ndo aconteceu com a herbicolina | que somente teve sua atividade comprometida
guando em condicdes acalinas. Este exemplo demonstra claramente a fragilidade dos
testes de antibiose in vitro, ja que condicdes do meio podem afetar substancialmente a
atividade de substéncias antimicrobianas.

Um fato interessante € que o antagonista UFV-IEA 6 foi capaz de produzir
quitinase, porém sem efeito detectavel para A. solani com a técnica de difusdo em &gar.
Uma das possibilidades é que o antagonista tenha produzido quantidades muito
pequenas desta enzima ja que a producéo de quitinase normamente € estimulada pela
presenca de quitina (Zhang & Yuen, 2000a; Zhang & Yuen, 2000b) ou inibida por
substéncias adicionadas ao meio de cultura (De Boer et al., 1998). Entretanto, em
muitos casos, a inibicdo do crescimento fungico ndo estd correlacionada com a
producdo de quitinases. De Boer et al. (1998) demonstraram que, embora diversas
bactérias tenham sido capazes de produzir quitinase in vitro, muitos fungos foram
capazes de crescer nos locais onde a presenca da enzima foi detectada, concluindo-se
gue a sua producéo ndo implica necessariamente em uma atividade anti-fungica.

No caso do antagonista UFV-STB 6, houve uma evidenciagdo do efeito
inibitorio da germinacdo de cistos, quando em suspensdo, e na taxa de crescimento
micelial de P. infestans por voléteis, indicando que a sua eficiéncia em controlar a
doenca se deve, pelo menos em parte, a producdo destes compostos.

Nos testes de antibiose entre antagonistas, verifica-se que UFV-IEA 6 é capaz de
restringir o desenvolvimento de dois outros isolados UFV-STB 2 e UFV-STB 6, 0 que
pode lhe dar uma vantagem durante a colonizagdo, inclusive de sitios protegidos do
filoplano, que oferecem maior estabilidade ambiental e oferta de nutrientes (Besttie &
Lindow, 1999; Mercier & Lindow, 2000), entretanto, estas incompatibilidades podem
vir a limitar o uso de misturas de antagonistas. Reciprocamente, UFV-STB 6 tem
alguma capacidade em inibir UFV-IEA 6.
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Os resultados demonstram claramente que uma selecdo baseada somente em
testes in vitro ndo sdo adequados pois ndo houve uma correlacdo clara entre antibiose e
selecdo de agentes de biocontrole in vivo, utilizando bactérias habitantes de filoplano de
tomateiro. Estes testes se mostraram Gteis somente com a finalidade de elucidar se

antibiose pode ser um dos mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole in vivo.
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Figura l - Teste de antibiose in vitro para P. infestans, considerando os dez antagonistas
selecionados. Barras claras, indicadas por |etras mailsculas, correspondem ao
percentual de esporéngios capazes de liberar zodsporos, onde valor 100% se
refere a testemunha (agua). Barras escuras, indicadas por letras mindsculas,
correspondem ao percentual de cistos ndo germinados. Tratamentos seguidos
pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%. Os
valores apresentados correspondem as médias e as barras representam o
desvio padréo.
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Crescimento micelial de A. solani, quando submetido ao teste de antibiose
por compostos voldeis para os 4 antagonistas selecionados. Valores
apresentados correspondentes a Area Abaixo da Curva de Crescimento
Micelial (AACCM), seguidos pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente

pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 3 - Crescimento micelial de P. infestans, quando submetido ao teste de antibiose
por compostos volateis para os 4 antagonistas selecionados. Vaores
apresentados correspondentes a Area Abaixo da Curva de Crescimento
Micelia (AACCM), seguidos pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5%.
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CARACTERIZACAO DE AGENTESDE CONTROLE BIOLOGICO
BACTERIANOSOBTIDOSDO FILOPLANO DE TOMATEIRO

RESUMO

Visando explorar a0 maximo as potencialidades que um agente de controle
biol6gico oferece, foram caracterizadas quatro bactérias do filoplano de tomateiro
selecionadas para o0 controle das doencas causadas por Alternaria solani, Phytophthora
infestans, Pseudomonas syringae pv. tomato e Xanthomonas vesicatoria. Os resultados
demonstraram que um isolado € Gram-negativo e 0s outros trés Gram-positivos, sendo
um capaz de formar endésporos, o que lhe confere vantagens na formulagdo e
sobrevivéncia no ambiente. Verificou-se também a morfologia das células, dimensbes
celulares e relacdo com oxigénio. Testes de hipersensibilidade em fumo indicaram que
provavelmente nenhum dos agentes de biocontrole é potencialmente fitopatogénico.
Foram obtidas equacdes que permitem estimar a relacdo entre unidades formadoras de
col6nias e absorbancia lida em espectrofotébmetro, através da determinacéo das curvas

de crescimento de cada isolado.

ABSTRACT

In order to explore the maximum potential a biocontrol agent can offer, four
tomato phylloplane bacteria selected to control Alternaria solani, Pseudomonas
syringae pv. tomato, P. infestans and Xanthomonas vesicatoria were characterized. The
results showed that one isolate is Gram-negative and the other three are Gram-positive,
one being able to form endospores, which gives it an advantage in formulations and
environmental survival. Cell morphology and dimensions and oxygen relations were
also determined. Hypersensitivity testes on tobacco indicated that none of the selected
biocontrol agent is potentially a phytopathogen. Equations were obtained to alow for
estimation of the relationship between the number of colony forming units and
spectrophotometric absorbance, using the growth curve of each isolate.
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INTRODUCAO

Para explorar ab méximo as potencialidades que um agente de controle biol 6gico
oferece, sua caracterizacéo € de fundamental importancia, pois gjuda a evidenciar suas
propriedades biologicas e atributos constitutivos. Em se tratando de organismos
bacterianos, determinar curvas de crescimento, relacbes entre turbidimetria e
concentracdo de células viavels e capacidade de causar reacdo de hipersensibilidade
(HR) sdo fatores essenciais a serem investigados, pois influem diretamente na
padronizacao de formulacdes e indicam possiveis riscos a culturas agronémicas.

Da mesma forma, saber se esses sao capazes de formar enddsporos e ter uma
rapida taxa de multiplicacdo, € um modo de conhecer sua capacidade de sobrevivénciae
estabilidade no ambiente, além de viabilizar sua multiplicacdo em escala comercial
(Driks, 1999; 2002). Estas informacdes também podem indicar se misturas com outros
agentes de biocontrole sdo adequadas, aproveitando-se diferentes propriedades que cada
um tem em responder a diferentes condigdes ambientais, permitindo a predominancia de
pelo menos uma das populagdes na cultura a ser protegida (Vanneste et al. 1994,
Commare et al., 2002).

Um outro fator importante é a possibilidade de se fazer inferéncias sobre
mecanismo de controle envolvido, amplitude de controle potencial e aspectos
ecol6gicos em geral. Principalmente porque existe um conhecimento prévio de espécies
gue sdo frequentemente relatadas no biocontrole de diversas doengas como Pantoea
agglomerans, (Kempf & Wolf, 1989; Sujkowski et al., 1994; Montesinos et al., 1996),
Senotrophomonas maltophilia (Gieder & Yuen, 1998; Zhang & Yuen, 2000),
Pseudomonas spp. (Montesinos et al., 1996, Krishnamurthy & Gnhanamanickam, 1998)
e Bacillus spp. (Walker & Abraham, 1970; Sengupta et al., 1971; Gross et al., 1973;
Guetsky et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar diversos aspectos biolégicos de
quatro agentes de biocontrole com potencial para uso agricola, selecionados a partir de
um total de trezentas bactérias de filoplano de tomateiro, para o controle das doencas
causadas por Alternaria solani Sorauer, Phytophthora infestans (Mont.) de Bary,
Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe 1933) Young, Dye & Wilkie 1978 e
Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo dos antagonistas

A caracterizagdo dos antagonistas foi feita com base em diversos testes a partir
de culturas crescidas em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) liquido por 24 h a 25°C.

Para observacdo da morfologia celular e medigdes das suas dimensdes, foram
preparados esfregacos e os isolados UFV-IEA 6, UFV-STB 2 e UFV-STB 6 corados
com safranina 2% e UFV-SLA 80 pelo método de Benians (Conn et al., 1957), o que
permitiu uma visualizagdo mais adequada.

Para determinacdo das dimensdes celulares, utilizou-se micrdmetro 6tico
acoplado ao microscopio, medindo-se o comprimento e largura de 20 células por
l&mina, que ndo apresentaram evidéncias de estar em processo de divisdo celular.

O teste de Gram foi realizado através de coloracdo e por solubilidade em KOH
(Schaad et al., 2001). A capacidade de formar endésporos foi avaiada a partir de
culturas com 7 dias de crescimento em meio de cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) por
coloragéo com verde de malaquita e safranina (Schaad et al., 2001).

A capacidade de produzir pigmento fluorescente difusivel foi verificada com a
visualizagdo da cultura em luz UV a 366 nm, segundo metodologia descrita por Schaad
et al. (2001).

A relacdo com oxigénio foi verificada semeando-se os isolados na superficie do
meio 523 (Kado & Heskett, 1970) em placas de Petri, levando-se imediatamente para
jarra de anaerobiose (Difco, Anaerobic system), para estabelecer um ambiente
desprovido de oxigénio, seguindo-se incubagdo a 25°C. A viabilidade das culturas foi
atestada, semeando-se cada isolado nas mesmas condicfes, porém fora da jarra de
anaerobiose, em ambiente aerébio. A capacidade de crescimento da cultura dentro da
jarra de anaerobiose, indicou tratar-se de bactéria anaerdbia facultativa, enquanto o ndo
crescimento indicou ser aerdbia estrita. As avaliagOes foram feitas por até 7 dias.

Os testes de HR em fumo (Nicotiana tabacum) foram realizados injetando-se no
mesofilo, com o auxilio de uma seringa hipodérmica, suspensdes concentradas de cada
antagonista, preparadas com solucdo salina estéril, a partir de culturas crescidas em
meio 523 (Kado & Heskett, 1970) apds 24 h. As folhas foram identificadas de acordo

com o isolado bacteriano infiltrado e as plantas mantidas em casa-de-vegetacdo até
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serem avaliadas apos 24, 48 h (Schaad et al., 2001) e 1 semana, com a finalidade de
verificar patogenicidade a plantas de fumo.

Todos os testes citados foram realizados com trés repeticdes e confirmados por
duas vezes.

Apdbs conhecimento prévio das caracteristicas de cada isolado, através dos testes
anteriores, investigacoes sobre a utilizaco de fontes de carbono foram feitas com o uso
do kit Biolog, visando obter uma identificacéo provisoria dos isolados. Culturas com 24
h de crescimento, de cada antagonista, foram semeadas em meio Biolog Universa
Growth (BUG) e incubadas a 25°C por 24 h. Suspensdes foram preparadas, ajustadas,
depositadas nas microplacas e incubadas, de acordo com as instrugdes do fabricante
(Biolog, 1999). Para as bactérias Gram-positivas, utilizaram-se placas modelo GP2
MicroPlate™ e, para as Gram-negativas, GN2 MicroPlate™.

As avaliacdes visuais foram feitas 6 h apds a incubacdo. Apds 24 h a avaliacéo
foi feitacom o auxilio de equipamento proprio paraleitura de placas de ELISA (Titertek
Multiskan Plus, versdo 2.01) em comprimento de onda 560 nm. A identidade de cada
antagonista foi investigada provisoriamente, através da base de dados Biolog

Microlog 1, verséo 4.01B.

Curvasde crescimento eturbidimetria

Para a determinacdo das curvas de crescimento de cada antagonista, foram
preparadas as culturas em 5 mL em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) liquido, por 24 h
a 25°C, transferindo-se 50 L para 200 mL do mesmo meio, contido em Erlenmeyer
mantido sob agitacéo a 140 rpm. Periodicamente, a partir do semeio da cultura, foram
realizadas trés séries de diluicdes em fator 1:10, utilizando solucéo salina (0,85% NaCl)
contendo 0,3% de Tween 80 (Romeiro, 2001), onde cada série constituiu uma repeticéo.
Depositaram-se 50 L obtidos de cada diluicdo, na superficie do meio de cultura 523
(Kado & Heskett, 1970), em placas de Petri de 7,5 cm de didmetro, procedendo-se ao
espal hamento com o auxilio de uma al¢ade Drigalski (Madigan et al., 2000).

Simultaneamente, uma amostra da cultura em crescimento, contida no
Erlenmeyer, foi retirada em condicbes assépticas e submetida a leitura em
espectrofotdmetro (Hitachi, U-3000) para se determinar a absorbancia da amostra em

comprimento de onda igual a 540 nm (As4) anotando-se as leituras referentes a cada
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periodo de incubacdo, ao longo do tempo (Dalgaard & Koutsoumanis, 2001). Para
padronizac&o do branco, utilizou-se meio de cultura, ndo semeado.

Durante 0 processo, a temperatura foi monitorada periodicamente com
termOmetro colocado junto ao agitador, mantendo-se na faixa de 23-25°C, e as
amostragens finalizadas apds um periodo de estabilizacdo dos valores lidos em
espectrofotbmetro.

Contou-se 0 numero de colénias visiveis por placa goos 24 e 72 h de incubacéo,
com afinalidade de se verificar a possibilidade do surgimento de mais col6nias. A cada
contagem anotou-se o0 tempo de incubacdo e a diluicdo de referéncia, para fins de
célculo.

Para a confeccdo da curva de crescimento, foi obtida a média das trés repeticoes
referentes a cada semeio e o nimero de unidades formadoras de col6nias (ufc) por mL
correspondente. Os valores utilizados para a confeccdo de cada ponto da curva foram
agueles provenientes de um fator de diluicdo que proporcionou menor desvio padréo.

Para obtenc&o de uma equacdo capaz de associar as leituras em Asg e ufc mL™,
os valores de ufc mL™ foram transformados em logo (ufc mL™) representando-se os
valores de Asy no eixo das abscissas e ufc mL™ no eixo das ordenadas. Os valores
correspondentes, até o final da fase estacionéria, foram gjustados a0 modelo logistico
(Dalgaard & Koutsoumanis, 2001) por regressdo ndo linear, através do programa
SigmaPlot 2000 versdo 6.00 (SPSS Inc.) elevando-se a equagéo a base 10, para se
estimar diretamente o nimero de ufc mL™ a partir de valores de absorbancia. O modelo

de equacdo utilizado para guste foi:

4 g
¢ a +
cyo+ b
ufc mL™ =10 € e

Onde:
a, b, X0 e y0, sdo parametros,
ufc mL™ - 0 nimero de unidades formadoras de colnia por mL;

abs - absorbancia lida em espectrofotdbmetro a 540 nm.



O periodo de geracdo de cada antagonista foi calculado utilizando-se valores
observados na fase exponencia, a partir das equacdes (Goto, 1992; Madigan et al.,
2000):

n_Iong-Iogl\/I0 _n 1
log2 T,-T, ° &

Onde:

n = nimero de geracoes,

log M1 —log Mo = aumento do nimero de ufc correspondentes ao periodo T — To;
k — constante da taxa de crescimento;

g = periodo de geracao.

Compar acao entre os periodos de ger acéo

Para uma melhor comparacdo entre os periodos de geracdo dos quatro
antagonistas foram preparadas culturas em 5 mL de meio 523 (Kado & Heskett, 1970)
liquido, por 24 h a 25°C, transferindo-se 50 pL para 200 mL do mesmo meio, contido
em Erlenmeyer. Os frascos foram transferidos para banho-maria a 25°C e agitados
manualmente a cada 1 h, no momento das leituras, que foram iniciadas quando as
culturas atingiram turbidez correspondente a fase exponencial de cada isolado,
determinado previamente nas curvas de crescimento. A partir dos valores lidos em
espectrofotdmetro (Assg), estimou-se, através das formulas pré-determinadas, o nimero

de ufc mL™* para cada antagonista, cal culando-se os periodos de gerac&o.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

A caracterizagdo de cada antagonista (Tabela 1) demonstrou que o isolado
UFV-IEA 6 é uma bactéria Gram-positiva, com células em forma de bastonete, com
dimensfes 3 x 1 um, dispostas em longas cadeias duplas, esporogénica, com enddsporos
ovais e subterminais, anaerdbia facultativa. As bactérias UFV-STB 2 e UFV-STB 6

tiveram por caracteristicas serem Gram-positivas, com células em forma de bastonete,
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tipicamente com células unidas duas a duas por um dos polos, hdo esporogénica, com
dimensdes 4,9 x 2,5 um, anaerdbia facultativa e UFV-SLA 80 uma bactéria Gram-
negativa, com células pleiomorficas isoladas, ndo esporogénica, com dimensdes
variando de 1,8-4 x 1-2 um, aerdbia estrita.

Nenhum dos antagonistas foi capaz de produzir pigmento fluorescente difusivel,
nem causar HR ou qualquer sintoma em fumo, o que reduz a possibilidade de se
tratarem de agentes fitopatogénicos (Klement & Goodman, 1967; Goodman &
Novacky, 1994; Schaad et al., 2001).

Os dados de utilizacdo de fontes Unicas de carbono, fornecidos pelo do kit
Biolog (Tabela 2), foram andisados em software e a bactéria UFV-IEA 6 foi
identificada como Bacillus amyloliquefaciens com indice de similaridade igual a 0,590.
As bactérias UFV-STB 2 e UFV-STB 6 foram identificadas como Tsukamurella
inchonensis com similaridades de 0,588 e 0,352 respectivamente e UFV-SLA 80 como
Sohingomonas parapaucimobilis com similaridade de 0,376. Esta identificacdo
entretanto € provisdria, devendo ser confirmada posteriormente por técnicas mais
precisas, uma vez que o sistema Biolog esta sujeito a uma série de fatores que podem
resultar em uma identificacdo incorreta (Heuer & Smalla, 1997; Preston-Mafham et al.,
2002).

As curvas de crescimento referentes a cada isolado estédo representadas nas
Figuras 1 a 4, com as respectivas férmulas gjustadas, relacionando absorbancia e
ufcmL™.

O isolado UFV-IEA 6 iniciou a fase de crescimento exponencial 7 h ap6s a
incubacdo, entrando na fase estacionéria em 12 h, com periodo de geracdo calculado de
30,18 min. O isolado UFV-STB 2 iniciou a fase de crescimento exponencia 5 h apos a
incubacdo, e a fase estacionaria em 10,5 h, com periodo de geracdo calculado de
32,82 min; UFV-STB 6 iniciou a fase de crescimento exponencia 3 h apds a incubacéo,
entrando na fase estacionaria em 12 h, com periodo de geracdo calculado de 49,19 min e
UFV-SLA 80 iniciou a fase de crescimento exponencia 6 h apés a incubacéo, e a fase
estacionéariaem 36 h, com periodo de geracéo calculado de 157,36 min.

Ao serem comparadas culturas incubadas a 25°C, nas mesmas condigGes sem
agitacdo constante, verificou-se que o periodo de geracdo aumentou em
aproximadamente 4 vezes em relacdo as culturas mantidas sob agitagdo (Tabela 1).
Estes resultados sdo esperados pois uma maior oxigenacdo do meio promove um
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aumento na taxa de crescimento, tanto para bactérias aerdbias obrigatérias, quanto
anaerodbias facultativas (Madigan et al., 2000).

Os isolados UFV-IEA 6, UFV-STB 2 e UFV-STB 6 tiveram 0s menores
periodos de geracdo nas condicdes estudadas, em valores que permitem uma rapida
multiplicacdo de células parafins comerciais.

Além desta vantagem, a capacidade de UFV-IEA 6 formar enddsporos €
favoravel, uma vez que estes permitem suportar estresses ambientais como radiacéo,
dtas temperaturas, acdo de produtos antimicrobianos, além de permitirem sua
viabilidade por longos periodos (Driks, 1999; 2002). Esta caracteristica facilita a sua
formulacdo (Emmert & Handelsman, 1999) conferindo uma maior vida de prateleira,
um dos fatores que mais restringem a exploragcdo comercial de agentes de biocontrole
(Walsh et al., 2001).

Observando-se a correlagdo entre ufc mL™ e Asy verificase que a relacdo
concentracdo de células viaveis x absorbancia varia de acordo com o isolado (Figuras 1
a4). Para UFV-IEA 6, os valores de As4= 0,4 correspondem a um valor estimado de
2,6 x 10" ufc mL™"; UFV-STB 2, 6,6 x 10° ufc mL™; UFV-STB 6, 7,35 x 10° ufcmL™" e
UFV SLA 80, 1,4 x 10°® ufc mL™. Estas diferencas se relacionam com as dimensdes
celulares de cada um, ja que agueles que tém células maiores, como UFV-STB 2 e
UFV-STB 6 (Tabela 1), ao interceptarem 0 mesma quantidade de luz emitida do que
aqueles com dimensdes menores, terdo um nuimero menor de células por volume de
meio.

Esta informacdo aerta para a importancia de se determinar as relagdes entre
absorbancia e ufc mL™, para cada antagonista, ja que normalmente as suspensies s
gjustadas adotando-se valores de leitura de referéncia gerais, 0 que ndo determina de
fato suas concentragoes.
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Figura 1 - Curva de crescimento para o isolado UFV-IEA 6 em valores expressos em
ufc mL™? (0). Pontos caculados em ufc/ml, a partir de valores de
absorbancia, segundo a equacdo apresentada (0). Curva relativa a
absorbancia lida a 540 nm (0). Eixo correspondente a ufc mL™ em escala
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Figura 2 - Curva de crescimento para o isolado UFV-STB 2 em valores expressos em
ufc/ml (CJ). Pontos calculados em ufc mL™?, a partir de vaores de

absorbancia, segundo a equacdo apresentada (0). Curva relativa a
absorbancia lida a 540 nm (0J).Eixo correspondente a ufc mL™ em escala
logaritmica.
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Figura 4 - Curva de crescimento para o isolado UFV-SLA 80 em valores expressos em
ufc/ml ((J). Pontos calculados em ufc mL™, a partir de valores de
absorbancia, segundo a equagdo apresentada (0). Curva relativa a

absorbancia lida a 540 nm (0J).Eixo correspondente a ufc mL™ em escala
logaritmica.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos antagoni stas sel ecionados.

o Antagonistas
Caracteristicas
UFV-IEA6 UFV-SLAB80 UFV-STB2 UFV-STB6
Morfologia Bastonete Pleiomorfica Bastonete Bastonete
Gram Gram-positivo  Gram-negativo ~ Gram-positivo Gram-positivo
L onaas Céulas unidas Céulas unidas
Arranjamento cadeias%u las Céulasisoladas duasaduaspor  duasaduas por
P um dos pélos um dos pélos
Endésooro Ovdl, Nao Nao Nao
P subterminal esporogénica esporogénica esporogénica
Dimensdes (um) 3x1 18-4x1-2 49x25 49x25
~ oA Anaerébia -~ . Anaerdbia Anaerdbia
Relagdo com oxigenio facultativa ~ A\SODIREIMR ¢ jativa facultativa
PG (cultura sob agitagéo) 30,18 min 157,36 min 32,82 min 49,19 min
PG (cultura sem agitacéo) 122,15 min 617,39 min 123,86 min 184,15 min

HR em fumo

Pigmento fluor escente -

- Resultado negativo; PG= periodo de geracdo; HR= Reac&o de hipersensibilidade.
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Tabela 2 - Fontes de Unicas de carbono utilizadas no sistema Biolog por cada
antagonista.

Antagonistas

Fontes de carbono
UFV-IEA6 UFV-SLA 80 UFV-STB 2 UFV-STB 6

3-metil-glucose - - + -
O-ciclodextrina - + - -
O-D-glucose - + + +
0-D-lactose - + - -
Acido bromo succinico - + - -
Acido citrico - + - -
Acido D-glucénico - + - -
Acido L-glutamico - + - -
Acido piravico + - - -
Acido succinico - + - -
Acido O-ceto glutérico - + - -
Acido O-ceto valérico - - + -
b-ciclodextrina + - - -
b-metil-D-glucosideo - + - -
D-celobiose - + - -
Dextrina + + - -
D-frutose - + - -
D-manose - + - -
D-melibiose - + - }
D-rafinose - + . }
D-trealose - + - -
Gentiobiose - + - -
Glicose-1-fosfato - - - +
Hidroxi-L-prolina - + - -
L-alanil-glicina - + - -
L-alanina - + - -
L-alaninamida - + - -
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Tabela 2, Cont.

Antagonistas
Fontes de carbono
UFV-IEA6 UFV-SLA80 UFV-STB?2 UFV-STB 6

L-arabinose - + - -
L-asparagina - + - -
L-serina - + - -
Maltose - + + }
Metil piruvato - + - -
M ono-metil-succinato - + - -
Sacar ose - + + -
Turanose - + - -
Tween 40 + - + +
Tween 80 + - + +

+ Utilizac&o dafonte de carbono; - ndo utilizacdo da fonte de carbono.



SENSIBILIDADE DE AGENTESBACTERIANOSDE CONTROLE
BIOLOGICO A PRODUTOSANTIMICROBIANOSE FUNGICIDAS
AGRICOLASUTILIZADOSNA CULTURA DO TOMATEIRO

RESUMO

Foi estudada a sensibilidade de quatro bactérias do filoplano a compostos
antimicrobianos e fungicidas agricolas utilizados na cultura do tomateiro com a
finalidade de fornecer informagdes para o desenvolvimento de meios semi-seletivos e
compatibilizar os agentes de biocontrole no sistema de mango integrado.
Antibiogramas revelaram haver compostos antimicrobianos que podem ser utilizados
sozinhos ou em combinacdo, em meio de cultura, para elaboracdo de meios semi-
seletivos para estudos com os antagonistas. Todos os isolados foram compativeis com
os fungicidas benomyl, enxofre, dimetomorph e tiofanato-metilico, nas concentragdes
recomendadas para pulverizagdo, podendo ser expostos a estes produtos em mistura ou

em alternancia de aplicactes.

ABSTRACT

Sensibility of the four phylloplane bacteria to antimicrobial compounds and
fungicides was also studied to provide information for developing semi-selective media
and integrating them with biocontrol agents in the integrated management system. The
antibiograms revealed that there are antimicrobial compounds that can be used either
alone or in combination, in culture media for the elaboration of semi-selective mediafor
studying the antagonists. All the isolates were compatible with benomyl, sulfur,
dimethomorph, and thiophante-methyl, at the concentrations recommended for sprays,

thus alowing for their exposure in mixture or in alternate applications.
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INTRODUCAO

A compatibilidade entre agentes de controle biolégico e produtos
antimicrobianos traz vérias aplicacdes praticas, desde a elaboracdo de meios semi-
seletivos para estudos de ecologia e monitoramento de populacdes a elaboragéo de
estratégias de controle (Kloepper & Beauchamp, 1992; Stockwell et al., 1998; Beattie &
Marcell, 2002).

Da mesma forma, a capacidade de combinar antagonistas e fungicidas pode ser
um dos meios de otimizar 0 seu uso, aumentando a eficiéncia e permitindo ainsercéo do
controle biol6gico em um sistema de manejo integrado de doencas (Tronsmo & Y staas,
1980, Korsten et al., 1997). Minuto et al. (1995) demonstraram que a mistura de
espécies de Fusarium antagonistas a um fungicida do grupo dos benzimidazoles
aumentou a eficiéncia de ambos no controle da murcha causada por Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis. Duffy (2000) verificou que no controle da podridéo de
raizes, causada por Rhizoctonia spp., a aplicacdo combinada do fungicida pencycuron e
a rizobactéria Pseudomonas fluorescens, em tratamento de sementes de trigo, foi mais
eficiente que os tratamentos aplicados separadamente. Um fator importante observado
foi que o fungicida ndo inibiu o crescimento da bactéria in vitro, ndo comprometendo a
colonizagdo de raizes, o que permitiu o estabel ecimento do agente de biocontrole.

Utilizando diversas estratégias de aplicagdes entre fungicidas e Trichoderma
harzianum, no controle do mofo-cinzento causado por Botrytis cinerea em tomateiro,
Elad et al. (1995) verificaram que aplicacbes alternadas foram mais eficientes em
controlar a doenca que aplicacdes sucessivas de um Unico tratamento. Shtienberg &
Elad (1997) também utilizaram um sistema de alternancia de aplicacdo de T. harzianum
e fungicidas, no controle do mofo-cinzento, baseando-se em condi¢des de ambiente para
tomada de deciséo de qual tratamento deveria ser aplicado em cada momento. Korsten
et al. (1997), observaram que aplicagoes alternadas de Bacillus subtilis e fungicidas, em
pré-colheita, foram capazes de reduzir significativamente a severidade da mancha de
Pseudocer cospora purpurea em abacateiro.

Estas estratégias, além de otimizarem a eficiéncia dos tratamentos, séo um modo
de prevenir a selecdo de popul acdes de patdgenos resistentes a fungicidas, o que reduz a
eficiéncia do controle quimico ao longo do tempo (Paulitz & Bélanger, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a quais agentes antimicrobianos

quatro bactérias selecionadas para o biocontrole de enfermidades do filoplano do
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tomateiro, que demonstraram potencial em controlar as doencas causadas por Alternaria
solani Sorauer, Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, Pseudomonas syringae pv.
tomato (Okabe 1933) Young, Dye & Wilkie 1978 e Xanthomonas vesicatoria (ex
Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995, sdo insensiveis. Objetivou-se
também verificar a compatibilidade desses antagonistas com fungicidas registrados para

aculturado tomateiro, visando adequar os antagonistas ao sistema de manejo integrado.

MATERIAL E METODOS

Antibiograma

A sensibilidade dos antagonistas aos diversos produtos foi estudada preparando-
se culturas de cada antagonista em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) liquido por 24 h,
adicionando-se 300 pL da culturaa 30 mL do meio semi-sdlido fundente. A misturafoi
vertida em placa de Petri de 9 cm de diametro e, apds solidificado, depositados na
superficie do meio, cinco discos de papel por placa contendo substéncias distintas. As
placas foram mantidas em incubadora a 25°C por até 48 h quando avaliou-se a presenca
ou ndo dos halos de inibicdo (Romeiro, 2001). A medicéo dos halos foi realizada com
umarégua, a partir da periferia do disco até o bordo do halo.

As substancias testadas contidas em discos de papel foram as seguintes: Acido
nalidixico (30 pg), Ac. oxolinico (30 pg), Ac. pipemidico (20 pg), Amicacina (30 pg),
Amoxicilina (10 pg), Ampicilina (10 ug), Aztreonama (30 ug), Carbenicilina (100 pg),
Cefadroxil (30 pg), Cefalexina (30 pg), Cefalotina (30 pg), Cefepima (30 ug),
Cefoperazona (75 ug), Cefotaxima (30 pg), Cefoxitina (30 pg), Cefrtriaxona (30 ug),
Ceftazidima (30 pg), Clorotalonil (300 ug), Ciprofloxacina (5 pg), Cloranfenicol
(30 pg), Cotrimoxazol (25 pg), Eritromicina (15 pg), Estreptomicina (10 pg),
Fosfomicina (50 pg), Gentamicina (10 pg), Kanamicina (30 pg), Lincomicina (2 pg),
Neomicina (30 pg), Netilmicina (30 pg), Nitrofurantoina (300 pg), Norfloxacina
(10 pg), Novobiocina (5 pg), Oxacilina (1 ug), Pefloxacina (5 ug), Penicilina (10 pg),
Polimixina (300 ug), Rifampicina (5 pg), Sulfazotrim (25 pg), Sulfonamida (300 pg),
Tetraciclina (30 pg), Tobramicina (10 pg), Vancomicina (30 pg), Ciclohexamida
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(300 ug), Tetrazolio (300 ug), Rosa de Bengala (300 pg), Azul de metileno (300 ug),
Cristal violeta (300 pg) e Verde de Maaquita (150 pg).

Sensibilidade a antibidticos e fungicidas de uso agricola
Preparo das culturas:

As culturas de cada antagonista foram desenvolvidas em 5 mL de meio 523
(Kado & Heskett, 1970) liquido em tubos de ensaio, por 24 h a 25°C.

Preparo das solucoes:

Solugdes concentradas das formulagbes comerciais de cada produto foram
preparadas, no momento do uso, em agua estéril contida em Erlenmeyer. Obtiveram-se
diluicbes sucessivas em tubos de ensaio, de maneira que, ao ser pipetado 1 mL de cada
solucdo e adicionado a 14 mL de meio 523 (Kado & Heskett, 1970) semi-solido
fundente, se obtivesse a concentragéo desgjada do ingrediente ativo no meio de cultura
(Emery et al. 2002).

Os meios foram vertidos em placas de Petri e, apos solidificar, 2 pL da cultura
de cada um dos quatro antagonistas foram depositados, proximo ao bordo da placa, em
pontos equidistantes, fazendo-se trés repeticbes em placas distintas. Para atestar a
viabilidade das culturas, cada isolado foi semeado em meio sem adicdo de nenhuma
substancia (testemunha) e as avaliagoes redlizadas 24, 48 e 72 horas ap0s 0 semeio.

A observacdo de crescimento bacteriano abundante nos locais onde as culturas
foram adicionadas indicou a compatibilidade do antagonista com o produto na
concentracdo em teste. O crescimento de poucas col6nias demonstrou haver alguma
toleréncia e nenhum crescimento foi classificado como incompatibilidade.

Foram testados os seguintes produtos em concentragdes do ingrediente ativo,
pré-determinadas no meio: Benomyl (1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm, 125 ppm,
62,5 ppm); Clorotalonil (3200 ppm, 1600 ppm, 800 ppm, 400 ppm, 200 ppm);
Dimetomorph (675 ppm, 337,5 ppm, 168,75 ppm, 84,37 ppm, 42,19 ppm); Enxofre
(6000 ppm, 3000 ppm, 1500 ppm, 750 ppm, 325 ppm); Mancozeb (3200 ppm,
1600 ppm, 800 ppm, 400 ppm, 200 ppm); Metalaxyl (2000 ppm, 1000 ppm, 500 ppm,
250 ppm, 125 ppm, 62,5 ppm); Mancozeb + Metalaxyl (3000 ppm + 375 ppm,
2000 ppm + 187,5 ppm, 1000 ppm + 93,75 ppm, 500 ppm + 46,875 ppm, 250 ppm +
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23,44 ppm); Oxicloreto de cobre (3000 ppm, 2500 ppm, 1250 ppm, 625 ppm,
312,5 ppm); Oxitetraciclina + Sulfato de estreptomicina (36 + 360 ppm, 18 + 180 ppm,
9+ 90 ppm, 4,5 + 45 ppm, 2,3 + 23 ppm); Tebuconazole (400 ppm, 200 ppm, 100 ppm,
50 ppm, 25 ppm); Sulfato de estreptomicina (120 ppm, 80 ppm, 40 ppm, 20 ppm,
10 ppm) e Tiofanato-metilico (980 ppm, 490 ppm, 245 ppm, 122,5 ppm, 61,25 ppm).

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os resultados da compatibilidade dos isolados com os antibiéticos (Tabela 1) e
agroquimicos utilizados na cultura do tomate (Tabela 2) demonstram que os
antagonistas so sensiveis a diversos compostos antimicrobianos, provavelmente por
terem sido obtidos de plantas ndo expostas a nenhum produto, em ambiente sem
cultivos comerciais. Se alguns produtos testados fossem adicionados ao meio de cultura
para o isolamento dos antagonistas (Liu & Wu, 1997; Michaud et al., 2002), estes ndo
teriam sido obtidos, uma vez que foram sensiveis a diversos compostos.

Nas concentragfes testadas de cada substancia, o isolado UFV-IEA 6 foi
insensivel a aztreonama, cefepima, cotrimoxazol, oxacilina, sulfazotrim, sulfonamida e
ciclohexamida. O isolado UFV-SLA 80 a aztreonama, carbenicilina, clorotalonil,
estreptomicing, lincomicina, nitrofurantoina e oxacilina. O isolado UFV-STB 2 a
lincomicina e ciclohexamida e UFV-STB 6 alincomicina, fosfomicina e ciclohexamida
(Tabela 1). Observa-se que algumas substancias podem ser utilizadas sozinhas ou em
combinagdo, como agentes seletivos em meio de cultura, visando o reisolamento dos
antagonistas para estudos de dindmica populacional (Stockwell et al., 1998; Zhang &
Y uen, 1999; Ramos et al., 2000), principalmente pela selecdo de mutantes espontaneos
resistentes a altas concentragdes dos produtos (Romeiro, 2001).

Em relac8o a compatibilidade com antibi6ticos de uso agricola (Tabela 2), todos
0s antagonistas foram sensiveis, sendo UFV-IEA 6 insensivel a 2,3 ppm de
oxitetraciclina + 23 ppm de estreptomicina e tolerante a 4,5 + 45 ppm. Estes resultados
demonstram que a exposicao dos antagonistas a estes compostos ndo seria adequada,
uma vez que a dosagem para uso agricola € de aproximadamente 18 + 183 ppm
(Organizacdo Andrei Editora, 1996).
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No caso dos fungicidas (Tabela 2), somente o antagonista UFV-SLA 80 foi
insensivel ao clorotalonil. Todos foram compativeis com benomyl, dimetomorph,
enxofre e tiofanato-metilico. Embora os antagonistas UFV-IEA 6 e UFV-SLA 80
tenham sido sensiveis ao tiofanato-metilico, na concentracéo de 980 ppm, isto ndo deve
ser considerado como restritivo ja que esta concentracdo € duas vezes superior a
recomendada para pulverizagéo (Kimati et al., 1997; Agrofit, 2002).

O crescimento restrito de alguns antagonistas em metalaxyl, oxicloreto de cobre
e tebuconazole mostra que existe a possibilidade de serem selecionados mutantes
resistentes as doses recomendadas, compatibilizando os agentes de biocontrole com
estes produtos.

Existem fungicidas registrados para a cultura, capazes de controlar as principais
doencas fungicas da parte aérea do tomateiro, aos quais podem ser expostos 0s agentes
de biocontrole. Benomyl pode ser usado para Semphylium solani, Botrytis cinerea e
Septoria lycopersici; enxofre para Oidium lycopersici; dimetomorph para P. infestans e
tiofanato-metilico para Cladosporium fulvum, B. cinerea, Sclerotinia sclerotiorume S
lycopersici (Kimati et al., 1997; Agrofit, 2002).

Esta compatibilidade permite que os antagonistas se insiram no sistema de
manejo integrado (van Lenteren, 2000; Kondoh et al., 2001) permitindo a alternancia de
aplicacdo (Elad et al., 1995; Korsten et al., 1997) ou a combinagdo dos antagonistas
com fungicidas (Minuto et al., 1995; Duffy, 2000), em que o controle bioldgico
participa como um dos componentes de controle de doencas, podendo-se também aiar a
sistemas de previsdo em que produtos quimicos seriam utilizados somente em casos
extremos de grande favorecimento dos patdgenos e os agentes de biocontrole aplicados
em situagdes de menor risco (Shtienberg & Elad, 1997).
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Tabela 1 - Sensbilidade dos antagonistas a cinqlienta substancias antimicrobianas

distintas.
SUbstAncias testadas Segmento de raio dos halos de inibic¢éo para cadaisolado (cm)
UFV-IEA6 UFV-SLA80 UFV-STB2 UFV-STB 6

Ac. nalidixico (30 ug) 0,9 0,9 0,7 0,9
Ac. Oxolinico (30 pg) 0,7 1 0,7 1,1
Ac. Pipemidico (20 pg) 0,8 0,4 0,7 0,7
Amicacina (30 ug) 1,1 1,4 1,2 1,2
Amoxicilina (10 pg) 0,8 1 0,7 0,8
Ampicilina (10 ug) 0,8 11 0,8 0,9
Aztreonama (30 ug) 0 0 0,6 0,6
Carbenicilina (100 pg) 0,1 0 0,1 0,5
Cefadroxil (30 ug) 14 15 14 15
Cefalexina (30 pg) 1,2 1,2 1,6 1,6
Cefaotina (30 ug) 1,2 04 15 1,6
Cefepima (30 pg) 0 0,7 0,9 11
Cefoperazona (75 |1Q) 1 0,2 1 1,3
Cefotaxima (30 ug) 0,3 1,2 19 15
Cefoxitina (30 pg) 0,3 04 0,6 0,7
Cefrtriaxona (30 ug) 0,6 1,2 19 15
Ceftazidima (30 ug) 0,1 1 1,1 1,3
Clorotalonil (300 pg) 0,5 0 04 0,2
Ciprofloxacina (5 pg) 1 14 0,9 1
Cloranfenicol (30 pg) 11 2 19 14
Cotrimoxazol (25 ug) 0 15 1 11
Eritromicina (15 ug) 0,5 1 0,9 0,9
Estreptomicina (10 ug) 0,9 0 1 1
Fosfomicina (50 ug) 0,8 16 0,6 0
Gentamicina (10 ug) 0,8 11 0,9 0,8
Kanamicina (30 pg) 0,9 15 1,2 1
Lincomicina (2 pg) 04 0 0 0
Neomicina (30 pg) 0,7 1 0,6 0,7
Netilmicina (30 ug) 1 15 11 12
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Tabelal, Cont.

Segmento de raio dos halos de inibic¢&o para cadaisolado (cm)

Substancias testadas
UFV-IEA6 UFV-SLA80 UFV-STB2 UFV-STB 6

Nitrofurantoina (300 ug) 0,8 0 0,7 0,7
Norfloxacina (10 ug) 1 1 0,9 0,9
Novobiocina (5 g) 0,7 1,2 0,6 0,7
Oxacilina (1 pg) 0 0 0,6 18
Pefloxacina (5 ug) 1 1,2 1,7 1,1
Penicilina (10 pg) 0,9 04 0,9 1
Polimixina (300 ug) 0,3 0,5 0,3 0,5
Polimixina (300 ug) 0,5 0,6 0,4 0,5
Rifampicina (5 ug) 0,7 0,9 1 0,8
Sulfazotrim (25 pg) 0 12 0,9 0,9
Sulfonamida (300 ug) 0 19 0,6 0,9
Tetraciclina (30 ug) 0,9 15 11 1,1
Tobramicina (10 ug) 1 14 0,8 1
Vancomicina (30 ug) 0,8 1 0,9 0,8
Azul de Metileno (300 ug) 0,5 0,9 0,5 0,5
Ciclohexamida (300 pg) 0 0,1 0 0
Cristal violeta (300 ug) 0,8 0,5 1 0,8
Rosa de Bengala (300 ug) 18 0,7 0,8 0,7
Tetrazolio (300 ug) 12 1 11 1
Verde de Ma aquita (150 pg) 1,2 0,9 14 11
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Tabela 2 - Crescimento dos antagonistas quando expostos a diferentes concentragoes
dos principais antibi6ticos e fungicidas agricol as utilizados em tomateiro.

Desenvolvimento horas apds 0 semeio

Substancias testadas
UFV-IEA6 UFV-SLA80 UFV-STB2 UFV-STB6

Testemunha 24 h 24 h 24 h 24 h
Benomy! (1000 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Benomyl! (500 ppm) 24 h 24 h 24 h 24 h
Benomy! (250 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Benomyl (125 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Benomyl (62,5 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Clorotalonil (3200ppm) 24h - -
Clorotalonil (1600 ppm) 24h - -
Clorotalonil (800 ppm) 24h - -
Clorotalonil (400 ppm) 24 h - .
Clorotalonil (200ppm) 24h - -
Dimetomorph (675 ppm) 24h 24h 24 h 24 h
Dimetomorph (337,5 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Dimetomorph (168,75 ppm) 24 h 24 h 24 h 24h
Dimetomorph (84,37 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Dimetomorph (42,19 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Enxofre (6000 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Enxofre (3000 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Enxofre (1500 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Enxofre (750 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Enxofre (375 ppm) 24 h 24 h 24h 24h
Mancozeb (3200 ppm) - -
Mancozeb (1600 ppm) - -

65



Tabela 2, Cont.

. Desenvolvimento horas apds 0 semeio
Substéncias testadas

UFV-IEA6 UFV-SLA80 UFV-STB2 UFV-STB6

Mancozeb (800 ppm) - - - .
Mancozeb (400 ppm) - - - -
Mancozeb (200 ppm) - - - -

Metalaxyl (2000 ppm) - - - -
Metalaxyl (1000 ppm) - - - -
Metalaxyl (500 ppm) - - - -
Metalaxyl (250 ppm) - - - -
Metalaxyl (125 ppm) - 24 h 24h -
Metalaxyl (62,5 ppm) 24 h 24 h 24 h 24 h

Manc. (3000 ppm)+Metal.(375 ppm) - - - -
Manc. (2000 ppm)+Metal.(187,5 ppm) - - - -
Manc. (1000 ppm)+Metal.(93,75 ppm) - - - -
Manc. (500 ppm)+Metal.(46,875 ppm) - - - -
Manc. (250 ppm)+Metal.(23,44 ppm) - - - -

Oxicloreto de cobre (3000 ppm) - - - -
Oxicloreto de cobre (2500 ppm) - - - -
Oxicloreto de cobre (1250 ppm) - - - -
Oxicloreto de cobre (625 ppm) 24h - 24 h* 24 h*
Oxicloreto de cobre (312,5 ppm) 24h - 24 h* 24 h*

Oxitetr. (36 ppm)+Sulf.estrept. (360 ppm) - - - -
Oxitetr.(18 ppm)+ Sulf.estrept.(183 ppm) - - - -
Oxitetr.(9 ppm)+ Sulf.estrept.(90 ppm) - - - -
Oxitetr.(4,5 ppm)+ Sulf.estrept.(45 ppm) 24 h* - - -
Oxitetr.(2,3 ppm)+ Sulf.estrept.(23 ppm) 24 h 24 h* - -
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Tabela 2, Cont.

Desenvolvimento horas ap6s 0 semeio

Substancias testadas
UFV-IEA6 UFV-SLA80 UFV-STB2 UFV-STB6

Tebuconazole (400 ppm) - - - -
Tebuconazole (200 ppm) - - - -
Tebuconazole (100 ppm) - - - -
Tebuconazole (50 ppm) - - - .
Tebuconazole (25 ppm) - 24h 24h 48h*
Tiofanato-metilico (980 ppm) 48 h* 48 h* 24 h 24 h
Tiofanato-metilico (490 ppm) 24 h 24 h 24 h 24 h
Tiofanato-metilico (245 ppm) 24 h 24 h 24 h 24 h
Tiofanato-metilico (122,5 ppm) 24 h 24 h 24 h 24 h
Tiofanato-metilico (61,25 ppm) 24 h 24 h 24 h 24 h

Vaores numéricos se referem ao periodo no qual se verificou crescimento bacteriano
abundante quando submetido a cada tratamento.

ConcentracBes em negrito sdo referentes a dose aproximada do ingrediente ativo
recomendada para uso agricola (Organizacdo Andrei Editora, 1996; Kimati et al., 1997;
Agrofit, 2002).

-Nenhum crescimento.

* Pouco crescimento observado.
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ATIVIDADE DE ENZIMASINDICADORAS DO ESTADO DE INDUCAO DE
RESISTENCIA E SEU POSSIVEL ENVOLVIMENTO NO CONTROLE DE
PATOGENOS POR UMA BACTERIA DE FILOPLANO DO TOMATEIRO

RESUMO

Para investigar se a inducdo de resisténcia pode estar envolvida como
mecanismo de controle exercido por uma bactéria do filoplano de tomateiro,
determinou-se a atividade de cinco enzimas indicadoras do estado de indugcdo. As
enzimas avaliadas foram peroxidases (PO), lipoxigenases (LOX), b-1,3-glucanases,
fenilalanina amoénialiase (PAL) e polifenoloxidases (PPO). Os resultados das
atividades enziméticas em tomateiros somente colonizados pela bactéria do filoplano,
das plantas somente inoculadas com Pseudomonas syringae pv. tomato, plantas ndo
colonizadas nem inoculadas, plantas colonizadas e inoculadas apds 4 dias, revelaram
haver um aumento significativo da atividade de PO no dltimo tratamento. Os resultados
indicam que a bactéria do filoplano, possivelmente, pode agir como indutora de
resisténcia, 0 que parece ser 0 primeiro caso gque se tem conhecimento, de uma bactéria
ndo fitopatogénica do filoplano induzindo resisténcia na mesma cultura de onde foi
obtida.

ABSTRACT

To investigate involvement of resistance induction in the mechanism of disease
control provided by one tomato phylloplane bacteria, activity of five indicator enzymes
was studied. The enzymes evaluated were peroxidae (PO), lipoxigenase (LOX),
b-1,3-gluconases, phenylalanine ammonia lyase (PAL) and polyphenol oxidase (PPO).
The results of the enzymatic activity in tomato plants colonized only by the phylloplane
bacteria, by the Pseudomonas syringae pv. tomato, non-inoculated and non-colonized
plants, or colonized and inoculated plants, after four days, revealed a significant
increase in PO activity in the last treatment. The results indicated that phylloplane

bacteria probably can act as resistance inducers, which appears to be the first case of a
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non-pathogenic phylloplane bacterium inducing resistance in the same crop from which

it was isolated.

INTRODUCAO

O estudo da inducdo de resisténcia, seja pela agdo de ativadores bidticos ou
abidticos, (Walling, 2001; Bounario et al., 2002; Prats et al., 2002) € um dos
mecanismos de controle de doencas que mais vém sendo investigado. Dentre os agentes
biGticos capazes de induzir resisténcia, as rizobactérias sd0 0s organismos mais
estudados (van Loon et al., 1998). Embora suspeite-se de que bactérias de um modo
geral possam agir como indutoras de resisténcia, ndo se tem conhecimento de nenhuma
bactéria do filoplano capaz de ativar resisténcia e os resultados disponiveis com
bactérias em fase residente (Martins et al., 1985; Bettiol & Varzea, 1992; Cristancho-
Ardila & Leguizamdn-Caycedo, 1995) muitas vezes ndo tém sido consistentes.

A exploracéo das potencialidades de bactérias do filoplano como ativadoras de
resisténcia vem ampliar as possibilidades de controle de doengas em um sistema de
manejo integrado. Em um processo de selecdo de bactérias do filoplano de tomateiro,
diversos estudos foram realizados com a finalidade de se determinar qual fator seria
responsavel pela eficiéncia de um antagonista (UFV-IEA 6) em promover o biocontrole
experimental de uma ampla gama de doencas, como as causadas por Alternaria solani
Sorauer, Pseudomonas syringae pv. tomato (ex Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters
& Swings 1995, Phytophthora infestans (Mont.) de Bary e Xanthomonas vesicatoria (ex
Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995 (Halfeld-Vieira et al., 2002a).
Os testes de antibiose in vitro ndo permitiram correlacionar eficiéncia in vivo com a
producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana (Halfeld-Vieira et al., 2002b).
Além disso, a capacidade de controlar diversas doencas de origens distintas € um
indicio de que o mecanismo de controle envolvido ndo é especifico, uma caracteristica
da inducdo de resisténcia sistémica (Sticher et al., 1997; van Loon et al, 1998), no qual
uma das formas de ser evidenciado é através da quantificacdo da atividade de enzimas
especificas indicadoras do estado de indugdo, envolvidas na defesa (Chen et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi verificar se 0 mecanismo de inducéo de resisténcia

pode explicar o0 modo de agdo do antagonista, através da determinacdo de alteragdes na
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atividade de cinco enzimas indicadoras do estado de inducéo. As peroxidases estdo
envolvidas na resposta de hipersensibilidade (HR) (Martinez et al., 1998), sintese de
lignina e suberina (Quiroga et al., 2000) por oxidacdo de compostos fendlicos (van
Huystee, 1987); as lipoxigenases, envolvidas na peroxidacéo de lipideos da membrana e
na resposta de hipersensibilidade (Porta & Rocha-Sosa, 2002); as b-1,3-glucanases séo
capazes de desencadear os mecanismos de defesa da planta, além de terem efeito direto
sobre o patégeno (Keen & Yoshikawa, 1983; Mauch et. al., 1988; van Loon €t al.,
1994). Fenilalanina amonialiase e polifenoloxidases estdo envolvidas na rota
biossintética dos fenilpropandides, sendo, a primeira, produtora de fendlicos como
flavondides, fitoalexinas, ligninas e derivados do acido benzdico (Bate et al., 1994,
Dixon & Paiva, 1995; Howles et al., 1996; Sarma et al. 1998; Sharan et al., 1998), e a
segunda capaz de sinetizar quinonas, por meio da oxidacdo de fendis (Duangma &
Apenten, 1999; Li & Steffens, 2002).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal etratamentos

Foram utilizadas plantas de Lycopersicon esculentum Mill. cv. Santa Cruz
‘Kada® com cinco folhas desenvolvidas, cultivadas em vasos independentes, com
capacidade para 500 mL. Uma suspensdo de células do agente de biocontole UFV-IEA
6 foi preparada a partir de uma cultura de 24 h de crescimento em meio de cultura 523
(Kado & Heskett, 1970) a 25°C, com absorbancia ajustada a 0,3 em espectrofotémetro
(Hitachi, U-3000) utilizando comprimento de onda igual a 540 nm (As40). Um grupo de
dezesseis plantas foi pulverizado com a suspensdo de células bacterianas previamente
preparada e outro grupo de igual tamanho pulverizado somente com agua.

Quatro dias apds, oito plantas de cada grupo foram inoculadas por pulverizagdo
com uma suspensao de P. s. pv. tomato (As4= 0,15), levando-se para cdmara Umida por
24h a 25°C. Ao serem observados os primeiros sintomas, foram coletados
aleatoriamente 30 foliolos do terco médio de cada grupo de oito plantas, que constituiu
um tratamento. Cada 10 foliolos foram embrulhados em papel aluminio, acondicionados

dentro de envelopes de papel pardo, identificados de acordo com o tratamento a que
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foram submetidos e armazenados em freezer a -80°C, constituindo-se uma amostra de
cada repeticdo em um total de 3 repeticdes por tratamento

Os tratamentos foram: plantas somente pulverizadas com agua (A); plantas
somente colonizadas com o antagonista UFV-IEA 6 (C); plantas somente inoculadas
com P. s. pv. tomato (I) e plantas colonizadas e inoculadas apds 4 dias (Cl).

Trés ensaios foram realizados para cada enzima, em cada amostra. Utilizou-se a

média dos trés ensaios para representar uma repeticdo de um tratamento.

Prepar o do extrato vegetal

Cada amostra de foliolos foi triturada em nitrogénio liquido, utilizando-se
almofariz e pistilo, adicionando-se a0 macerado uma solucéo tampéo fosfato de sodio
50 mM, pH 6,5, polivinilpirrolidona 1% (p/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1
mM, na propor¢do de 3 mL do tampdo de extragdo para cada grama de amostra. O
preparado foi centrifugado (Du Pont, Sorvall RC-5B) a 20.000 g por 25 minutos a4°C e
0s sobrenadantes, coletados e mantidos em banho de gelo durante os ensaios
enziméticos (Baracat-Pereira et al., 2001).

Deter minacao de proteinastotais

A concentracdo de proteinas totais em cada amostra foi determinada pelo
método de Bradford (1976) gustando-se uma curva padréo, determinada previamente
com uso de solucBes com concentracBes conhecidas de albumina sérica bovina,
correlacionando-se a concentracdo de proteinas com leituras de absorbancia, em
espectrofotdmetro a 595 nm (Alfenas et al., 1998). Os dados foram expressos em ng de

proteinas.g ™’ tecido.

Ensaio para deter minacao da atividade de Per oxidases (PO)

A atividade de peroxidases foi determinada por método espectrofotométrico a
470 nm (Hammerschmidt et al., 1982) em que o0 guaiacol participa como doador de
hidrogénio (Hammerschmidt et al., 1982; Martinez et al., 1998) formando tetraguaiacol
(Caruso et al., 2001). A mistura de reagcdo consistiu de 1019 mi de uma solucdo de
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substrato contendo 125 m guaiacol, 153 m perdxido de hidrogénio em 50 mL de
tampéo fosfato de sodio 10 mM, pH 6,0 e 1 ni do extrato vegetal.

A mistura da reagdo foi incubada em banho-maria a 30°C, realizando-se leituras
de absorbancia em comprimento de onda de 470 nm, em 0,5 min e 15,5 min apés a
adicdo do extrato. Os resultados foram expressos em unidades de PO.mg™ tecido.min™,
admitindo-se que 1 unidade de PO equivale a0 incremento de absorbancia de
0,00L.min™,

Ensaio para determinagdo da atividade de b-1,3-Glucanases

A adividade das b-1,3-glucanases nas amostras foi determinada
espectrofotometricamente por teste colorimétrico que avalia a glicose liberada da
laminarina (substrato), apds o uso da hidrazida do acido p-hidroxibenzéico (HAPHB),
conforme Lever (1972).

A mistura de reagdo consistiu de 220 mi do tampéo acetato de sodio 100 mM,
pH 5,0, 250 m da solucdo do substrato laminarina a 4 mg mL™ e 30 nL do extrato
vegetal, incubando-se a 45 °C por 1 h. Apés esse periodo, foram acrescentados 1,5 mL
da solucdo de desenvolvimento de cor composta por 0,5 g de hidrazida do acido
p-hidroxibenzdico (HAPHB) dissolvidos em 10 mL de HCI 0,5 M e 50 mL de NaOH
0,5 M, sendo em seguida a mistura aguecida a 100 °C por 5 minutos. Reacoes de cada
amostra, adicionadas da solucdo de desenvolvimento de cor e aguecidas no momento da
adicdo do extrato foram utilizadas como controle. Apés resfriamento, as absorbéancias
das amostras foram determinadas em espectrofotdbmetro a 410 nm. A atividade da
enzima foi determinada pela diferenca entre os valores de absorbancia para cada reacéo

apos 1 h de incubacéo e os valores de absorbancia da reacéo controle.

Ensaio para determinacdo da atividade de Fenilalanina amonia-liase (PAL)

A dvidade da fenilalanina aménialiase foi quantificada por medida
espectrofotométrica a 290 nm, apds conversdo de L-fenilalanina para acido trans-
cindmico, monitorada em intervalos definidos entre 0,5 min e 3,5 min apds o inicio da
reacdo a 37°C (adaptado de Pascholati et al., 1986). Uma curva padréo associando
absorbancia a 290 nm e concentracbes conhecidas de acido trans-cindmico foi

preparada previamente. A mistura de reacao constituiu-se de 10 ml do extrato foliar e
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1000 m de solugdo a 0,2% (p/v) de L-fenilalanina. O diferencia entre os valores de
absorbancia no intervalo de tempo foi calculado e transformado em nmoles de &cido
trans-cindmico utilizando-se a equacao obtida por ajuste linear da curva padrdo. Os

resultados foram expressos em nmoles de &cido trans-cindmico.g™ tecido.min™.

Ensaio para deter minacgao da atividade de Polifenoloxidases (PPO)

A atividade das polifenoloxidases foi determinada pela oxidag&o do catecol para
quinona, no ensaio preparado com 1 mL de pirocatequina a 20 mM em tamp&o fosfato
de sodio 100 mM, pH 6,8 e 34 pL do extrato vegetal, incubando-se a misturaa 30°C. As
leituras em espectrofotdmetro a 420 nm foram redlizadas em periodos de 0,5 min,
5,5 min e 10,5 min. A diferencia entre a Ultima e a primeira leitura foi utilizado para
determinacéo da atividade. Uma unidade de atividade de PPO foi definida como um
incremento de absorbancia de 0,001.min™ (Duangmal & Apenten, 1999). Os resultados

foram expressos em unidades de PPO.10 mg™ tecido.min™.

Ensaio para determinagdo da atividade de Lipoxigenases (L OX)

A atvidade das lipoxigenases foi quantificada em espectrofotdbmetro em
absorbancia de 234 nm (Axelrod et al., 1981), detectando-se a formacgdo de ligagcoes
duplas conjugadas no hidroperéxido formado, pela acdo desta enzima sobre o &cido
linoléico (Porta & Rocha-Sosa, 2002), em substrato linoleato de sodio 10 mM, pH 9,0.
A reacdo consistiu de 1 mL de tampdo fosfato de sdédio 50 mM, pH 6,0, 20 m do
substrato e 10 m do extrato vegetal. As amostras foram incubadas em banho-maria a
25°C e as leituras realizadas em espectrofotémetro em 0,5 min e 10,5 min apés o inicio

dareacdo. A velocidade de formagéo dos produtos (V) foi calculada pela equagéo:

V — DA234
e.d.Dt

utilizando o coeficiente de extincdo molar (€) dos hidroperdxidos para o acido linoléico
de 25.000 M™.cm™ (Axelrod et al., 1981), o caminho ético (d) de 1,0 cm e o tempo de
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reacdo (Dt). Os resultados finais de atividade enzimética foram expressos em nM de

produto formado.100 mg™ tecido.min™.

Representacdo dosresultados

Os resultados das atividades para cada enzima foram expressos em relagcéo ao
peso fresco de tecido do material vegetal submetido a extracdo (Gundlach et al., 1992;
Mozzetti et al., 1995; Sharan et al., 1998; Dubery et al., 2000; Stadnik & Buchenauer,
2000).

Andlise dosresultados

A andlise estatistica dos ensaios foi realizada através do programa SAS, versao
8.00, utilizando o proc GLM e teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Houve um aumento da concentragdo de proteinas totais em todos os tratamentos
em relacdo a testemunha, tendo maior acimulo as plantas submetidas ao tratamento Cl
(Figural).

N&o foi observada atividade de glucanases em nenhum tratamento (dados néo
apresentados). Este resultado era esperado, uma vez gue estas enzimas sdo acumuladas
gradativamente em resposta a infeccdo por patdgenos fungicos, a medida que
fragmentos de b-1,3-glucano da parede dos microrganismos séo liberados (Mendgen et
al., 1985), agindo como eliciadores (Mauch et al., 1984; Albersheim & Darvill, 1985;
Kombrink & Hahlbrock, 1986; Kombrink et al., 1988; Y oshikawa & Sugimoto, 1993;
Sticher et al., 1997; Klarzynski & Fritig, 2001).

Plantas submetidas ao tratamento Cl apresentaram atividade de PO
significativamente superior aos demais tratamentos, indicando uma possivel resposta de
resisténcia induzida pelo agente de biocontrole, seguido por | e finamente por A e C,

com atividades similares (Figura 2).
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Um aumento significativo na atividade da PAL em I, indica que a planta utiliza
constitutivamente esta enzima como fator de resisténcia a infeccdo pelo patdgeno.
Porém, esta resposta ndo foi observada no tratamento Cl, também exposto a P. s. pv.
tomato (Figura 3).

Tem sido demonstrado que a inducdo da producdo de PO constitui um dos
primeiros eventos na interacdo planta-patdégeno (Cook et al.1995; Harrison et al., 1995;
Chittoor et al., 1997), diretamente relacionado ao fenémeno conhecido como “exploséo
oxidativa’ (Martinez et al., 1998; Wojtaszek, 1997). Este fendbmeno contribui para uma
rapida producéo de espécies reativas de oxigénio (Martinez et al., 1998; Neill et al.,
2002), que além de causarem morte celular (Adam et al., 1989), tém atividade
antimicrobiana, agindo diretamente sobre o patdgeno (Peng & Kuc, 1992; Wu €t al.,
1995). Assim, pode-se inferir que em Cl (Figura 2), as espécies reativas de oxigénio
foram capazes de agir com eficiéncia, rapidamente, contra o patégeno, devido a sua alta
concentracdo, havendo morte de células por resposta de HR, o que talvez ndo tenha
permitido um aumento da atividade da PAL (Figura 3).

Wolfe et al. (2000) verificaram em Arabidopsis thaliana que a producéo de
H,0, em plantas inoculadas com um isolado de P. s. pv. tomato, contendo o gene de
aviruléncia avr Rpt2, foi significativamente superior a plantas somente inoculadas com
o isolado virulento. Pode-se tragar um paralelo com os resultados aqui encontrados, uma
vez que plantas em estado de inducdo, a0 serem expostas ao patdgeno, também
desencadeiam resposta de resisténcia com maior intensidade que as ndo induzidas,
podendo também expressar uma maior atividade das PO e, conseglientemente, maior
concentracdo de espécies reativas de oxigénio. Neste caso, 0 aumento de atividade de
PO (Figura 2) nas plantas submetidas ao tratamento | ndo teria sido suficiente para
conter o patégeno, porém houve diciagcdo para 0 aumento da atividade da PAL
(Figura 3).

Um fato curioso observado foi a reducdo da atividade das PPO em | (Figura 4),
uma vez que os tratamentos apresentaram resultados inversos a resposta encontrada para
PAL (Figura 3). Este evento pode estar ligado a uma reducéo dos niveis de PPO pelo
patdgeno, para facilitar o processo de infeccéo através da producdo de toxinas. A toxina
coronatina, produzida por P. s. pv. tomato (Cuppels et al., 1990) pode contribuir durante
0s primeiros eventos do processo de patogénese para a supressao da expressao de genes
que tém papel na ativacdo de defesa (Mittal & Davis, 1995).
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Embora tenha havido um aumento significativo da atividade das LOX no
tratamento Cl, uma maior atividade em A, em relacdo a C e | (Figura 5) ndo permitiu
uma evidenciagdo clara do seu envolvimento naresisténciaaP. s. pv. tomato.

A capacidade do isolado UFV-IEA 6 em controlar experimentalmente diversas
doencas e o ndo envolvimento evidente de metabdlitos no mecanismo de controle
(Halfeld-Vieira et al., 2002a; Halfeld-Vieira et al., 2002b) demonstram indicios de que
esta bactéria nativa do filoplano de tomateiro pode ser capaz de induzir resisténcia,
como verificado pelo aumento da atividade de PO. Este parece ser 0 primeiro caso
relatado de uma bactéria ndo fitopatogénica do filoplano induzindo resisténcia na
mesma cultura de onde foi obtida. Entretanto, outros bioensaios devem ser conduzidos
visando explorar novos aspectos que confirmem estas observagdes, assim como estudar
0 possivel envolvimento de substéncias produzidas pela bactéria no filoplano, que
possam ter papel na eliciacdo de resisténcia (Zdor & Anderson, 1992; Leeman et al.,
1995; Yuen et al. 2001).
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Figura 1 - Concentracdo de proteinas totais determinada em amostras de plantas
submetidas aos tratamentos: &gua (A), colonizado (C), inoculado (1),
colonizado e inoculado (Cl). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5%. Os valores apresentados correspondem
as médias e as barras representam o desvio padréo.
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Figura 2 - Atividade de peroxidases (PO) determinada em amostras de plantas
submetidas aos tratamentos. &gua (A), colonizado (C), inoculado (l),
colonizado e inoculado (Cl). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey a 5%. Os valores apresentados correspondem
as médias e as barras representam o desvio padréo.
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Figura 3 - Atividade de fenilalanina amonialiase (PAL) determinada em amostras de
plantas submetidas aos tratamentos: agua (A), colonizado (C), inoculado (1),
colonizado e inoculado (Cl). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5%. Os valores apresentados correspondem as médias
e as barras representam o desvio padréo.
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Figura 4 - Atividade de polifenoloxidases (PPO) determinada em amostras de plantas
submetidas aos tratamentos. agua (A), colonizado (C), inoculado (1),
colonizado e inoculado (Cl). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5%. Os valores apresentados correspondem as médias
e as barras representam o desvio padréo.
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Figura 5 - Atividade de lipoxigenases (LOX) determinada em amostras de plantas
submetidas aos tratamentos. agua (A), colonizado (C), inoculado (1),
colonizado e inoculado (Cl). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
pelo teste de Tukey a 5%. Os valores apresentados correspondem as médias
e as barras representam o desvio padréo.



EFICIENCIA DE BACTERIAS DO FILOPLANO DE TOMATEIRO NO
CONTROLE DE DOENCAS DA PARTE AEREA DA CULTURA EM
CONDICOES DE CAMPO

RESUMO

Foi estudada a capacidade de controle da pinta-preta (Alternaria solani),
requeima (Phytophthora infestans) e septoriose (Septoria lycopersici), em condicdes de
campo, por duas bactérias do filoplano de tomateiro. Como pardmetros para
comparacdo, foram utilizados o fungicida clorotalonil (1,5 g i.a L™) e dgua Os
resultados demonstram que houve reducdo da intensidade da requeima pelo antagonista
UFV-STB 6 de 55% no terco médio e 62% no terco superior da planta, em relacdo a
testemunha. O isolado UFV-IEA 6 foi capaz de reduzir aintensidade da doenca somente
nas folhas do terco superior, em valores de 55%. Observou-se também, capacidade
significativa na reducdo do percentua de frutos com sintomas de requeima, pelo isolado
UFV-STB 6, dém de uma tendéncia em reduzir o progresso da septoriose. Os
resultados indicam que as duas bactérias testadas podem vir a ser utilizadas no controle
destas doencas, devendo-se desenvolver formulagbes e serem feitos estudos

complementares visando explorar ao maximo seu potencial.

ABSTRACT

The capacity to control early blight (Alternaria solani), late blight
(Phytopahthora infestans) and septoria leaf spot (Septoria lycopersici) under field
conditions, by the two bacteria was also evaluated and compared with chlorothalonil
(1,5 g a i. L™). Relative to the control the isolate UFV-STB 6 reduced late blight
intensity by 55% in middle third and 62% in the upper third of the plants, and aso
reduced percent fruits with late blight symptoms, besides showing a tendency to reduce
progress of septoria leaf spot. The isolate UFV-IEA 6 reduced the disease intensity by
about 55%, but only in the upper third of the plant. The results indicate that these two
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bacteria can be used in the control of these diseases, if the formulations are developed

and complementary studies are done to explore their maximal potential.

INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) € uma das principais hortalicas
cultivadas, entretanto diversas doengcas sdo capazes de limitar seu potencial de
producéo, reduzindo tanto a produtividade quanto a qualidade dos frutos (Lopes &
Santos, 1994; Hartman & Huang, 1995). Dentre as diversas estratégias de controle, a
utilizacdo de agentes de biocontrole pode vir a contribuir como um importante
componente do manejo integrado (van Lenteren, 2000).

No processo de prospeccdo de potenciais antagonistas, testes em campo
congtituem uma das principais etapas do processo de selecdo, ja que variacOes de
umidade, temperatura, radiacdo solar, dentre outros, podem comprometer a eficiéncia
dos agentes de biocontrole, por afetar a sua capacidade de sobrevivéncia (Andrews &
Hirano, 1991; Wilson et al., 1999). Sleesman & Leben (1976) trabalhando com
bactérias antagonistas, a Bipolaris maydis em milho, observaram que 96 a 99% das
células de um isolado, capaz de reduzir em 86 a 100% o nimero de lesdes foliares em
condicdes ideais de ambiente, foram incapazes de sobreviver apds 1 h em condicdes de
baixa umidade. Estes aspectos fazem com que o controle bioldgico sgja mais aplicado a
cultivos protegidos, onde se pode controlar melhor as condi¢des de ambiente (Paulitz &
Bélanger, 2001).

Para doencgas muito destrutivas como a requeima (Jones et al., 1991; Hartman &
Huang, 1995; Erwin & Ribeiro, 1996), causada por Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary, a aplicabilidade do controle biolégico € um dos maiores desafios. Porém, esta
alternativa pode vir a ser um componente a mais no manejo integrado pelo aumento da
eficiéncia do controle quimico (Minuto et al.,1995), uma vez que muitos fungicidas ndo
tém proporcionado niveis satisfatorios de controle (Silva et al., 2000). Outra estratégia
seria sua Utilizagdo apenas em situacdes de ambiente pouco favorévels ao
desenvolvimento de epidemias, como proposto para o0 controle do mofo-cinzento
(Botrytis cinerea) em tomateiro e pepino (Shtienberg & Elad, 1997). No Brasil, o

desenvolvimento de sistemas de previsdo da requeima, da pinta preta, causada por
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Alternaria solani Sorauer e septoriose por Septoria lycopersici Speg. (Barreto &
Scaloppi, 2000) pode tornar vidvel a adocéo desta estratégia. Para a mancha-bacteriana,
causada por Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin, Hoste, Kersters &
Swings 1995 e da mancha-bacteriana pequena por Pseudomonas syringae pv. tomato
(Okabe 1933) Young, Dye & Wilkie 1978, esta alternativa teria grande potencial de
aplicacdo, pois as bactérias podem apresentar resisténcia a fungicidas cupricos (Marco
& Stall, 1983; Bender & Cooskey, 1986; Pernezny et al., 1995; Bouzar et al., 1999,
Cuppels, 1999; Wilson et al., 2002).

Este trabalho visou verificar a eficiéncia, em campo, de duas bactérias obtidas
do filoplano de tomateiro, previamente selecionadas em casa-de-vegetacdo, para o

controle das doengas causadas por A. solani, P. infestans e S. lycopersici.

MATERIAL E METODOS

Manejo da cultura

O experimento foi realizado no periodo de 14 de agosto a 17 de outubro de 2002
no sitio Criciima, préximo ao campus da Universidade Federal de VicosasMG. Mudas
de tomateiro cv. Santa Clara foram produzidas em bandegas de isopor contendo
substrato Plantmax® e transplantadas para o campo 30 dias apés o semeio. O
espacamento foi de 0,8 m entre fileiras e 0,5 m entre plantas. As adubacdes foram
realizadas no momento do transplantio e vinte e cinco dias apos, de acordo com analise
do solo. As plantas foram conduzidas em haste Unica e tutoradas com estacas de bambu,

realizando-se periodicamente tratos culturais como desbrotas e amarragéo das plantas.

Tratamentos e delineamento experimental

Foram avaliados quatro tratamentos, constituidos por duas bactérias
antagonistas, UFV-IEA 6 e UFV-STB 6, clorotalonil (15 g ia LY e é4gua
(testemunha), aplicados semanalmente com pulverizador costal. Para o preparo das
suspensdes dos antagonistas UFV-IEA 6 e UFV-STB 6, colénias foram semeadas por
espalhamento, em meio 523 (Kado & Heskett, 1970) e incubadas por 24 h a 25°C.
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Suspensdes de células de cada bactéria foram preparadas em &gua e gustadas a
5 x 10" unidades formadoras de col6nias por mL. As pulverizacdes foram iniciadas no
dia seguinte apos o transplantio.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com cinco
repeticbes. Cada parcela foi composta por trés fileiras com seis plantas cada,

considerando-se parcela Util as seis plantas contidas nafileira central.

Avaliaghes

No decorrer do experimento, avaliou-se a intensidade das doencas que incidiram
naturalmente na cultura. A severidade de cada doenca foi avaliada periodicamente,
quantificando-se a percentagem de area foliar lesionada no terco superior, médio e
inferior de cada planta, separadamente. Para pinta-preta (A. solani) utilizou-se a escala
diagramética descrita por Boff et al., (1991) e para septoriose (S. lycopersici) a escala
adaptada por Moretto et al., 1993. Para requeima (P. infestans) realizou-se avaliacéo
visualmente por treinamento prévio, com o programa Severity Pro v. 1.0 (Nutter Jr.,
1997). As areas abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), foram calculadas
para cadaterco da planta, de acordo com Campbell & Madden (1990).

A producdo foi avaliada por meio de pesagem dos frutos do primeiro cacho,
colhidos separadamente em cada planta, 64 dias apds o transplantio. Avaliou-se o
nimero e peso de frutos por planta e o nUmero de frutos com sintomas de requeima por

cacho.

Andlise dos dados

A andlise estatistica dos ensaios foi realizada através do programa SAS, versdo
8.00, utilizando o proc GLM e teste da diferenca minima significativa protegido
(Fisher-LSD) a5%.
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

Com base na variavel AACPD, clorotalonil reduziu a intensidade da requeima,
causada por P. infestans, em relacdo aos demais tratamentos (Figura 1 e 2). O fungicida
foi também capaz de atrasar 0 progresso da doenca, considerando as avaliacdes de
severidade por planta (Figura 3). Dentre os agentes de biocontrole, o antagonista
UFV-STB 6 reduziu em 55% a intensidade da doenca no terco médio e em 62% no
terco superior da planta, enquanto UFV-IEA 6 teve resultado significativo somente no
terco superior, com reducdo da intensidade da requeima em 55%. Neste terco houve
menor intensidade de doenca, quando comparado com os demais. Este fato esta
provavelmente relacionado a um maior grau de resisténcia em foliolos mais jovens
(Mills, 1940; Enkerli et al., 1993) e possivelmente por estarem sujeitos a maior
ventilacdo e menor umidade, condigdes menos propicias para 0 desenvolvimento do
patdgeno (Jones et al., 1991). Desta forma, os antagonistas podem contribuir mais
efetivamente na reducéo da severidade da requeima, em plantas mais resistentes e em
situagdes com menor risco da ocorréncia de epidemias.

Em condi¢bes de ambiente pouco favoraveis ao desenvolvimento de epidemias,
0s antagonistas podem vir a ser utilizados como alternativa de controle, se adequando a
estratégias de regimes de pulverizagdo baseadas em sistemas de previsdo. Shtienberg &
Elad (1997) utilizaram um sistema de alternancia de aplicacdo de Trichoderma
harzianum e fungicidas, no controle do mofo-cinzento (B. cinerea) em tomateiro e
pepino. Baseando-se em condic¢des de ambiente, optava-se entre o fungicida ou o agente
de biocontrole. Foi verificado que nos tratamentos onde houve aternancia entre
aplicacdo de fungicidas e T. harzianum, o controle foi significativamente mais eficiente.
A mesma estratégia poderia ser utilizada para o controle da requeima, associando-se
aplicagbes de fungicidas registrados para 0 tomateiro e os agentes de biocontrole
UFV-IEA 6 e UFV-STB 6.

O desenvolvimento de sistemas de previsdo da requeima em tomateiro,
adequados para as condicOes brasileiras (Barreto & Scaloppi, 2000), da mesma forma
gue para batateira (Costa et al., 2002), poderdo viabilizar a adocdo desta estratégia,
reduzindo a freqUiéncia da aplicacdo de fungicidas.

Considerando o percentual de frutos com sintomas por planta, o controle com
fungicidafoi mais eficiente, seguido pelo isolado UFV-STB 6 (Figura4). O antagonista

UFV-IEA 6 ndo foi capaz de controlar a requeima em frutos, com resultado similar a
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testemunha. N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos, para 0 peso e 0
numero de frutos por planta.

Houve relacéo entre eficiéncia de controle da doenca nas folhas dos diferentes
tercos das plantas e nos frutos do primeiro cacho, localizados na base da planta. Os
tratamentos que proporcionaram melhor controle da requeima em folhas dos tercos
médio e inferior foram os que apresentaram o menor nimero de frutos com sintomas.
Estes dados indicam haver a necessidade de uma ata densidade de in6culo em locais
préximos aos frutos para que ocorra infecgdo. Também pode ser uma evidénciade que o
antagonista UFV-STB 6 sga capaz de controlar a doenca tanto em folhas como em
frutos.

Embora tenha havido epidemia da septoriose (S. lycopersici), a doenca foi mais
severa apenas nos blocos Il e V, 0 que ndo permitiu a andlise estatistica dos dados.
Entretanto, houve uma tendéncia na reducdo do progresso da doenca, em relacdo a
testemunha, por todos os tratamentos no bloco V (Figura 5). Nos demais blocos, as
pulverizagdes com clorotalonil e o antagonista UFV-STB 6 reduziram a severidade da
doenca. Estas tendéncias sugerem que o isolado UFV-STB 6 pode exercer algum efeito
no controle da septoriose. Para A. solani, apenas em algumas plantas isoladas
observaram-se sintomas da pinta-preta, ndo havendo epidemia no campo.

Os resultados sugerem que o antagonista UFV-STB 6 teve efeito no controle da
requeima, sendo o mais promissor. A capacidade do isolado UFV-IEA 6 controlar a
doenca em folhas do terco superior das plantas indica que este, possivelmente, tem
algum efeito sobre o patdgeno.

Estudos de sobrevivéncia dos agentes de biocontrole em condicbes de campo e
da freguéncia de aplicacdo mais adequada devem ser conduzidos, ja que influenciam
diretamente na capacidade de controle (Krishnamurthy & Gnanamanickam, 1998). A
interac8o destes isolados com a comunidade microbiana nativa, também deve ser
considerada, pois diversos fatores como idade de folhas e ambiente, séo fatores que
estdo relacionados a sua composicdo e dinamica populacional (Périssol et al., 1993;
Jacques et al., 1995), o que pode interferir no desempenho dos antagonistas. Outro fator
importante € o desenvolvimento de formulagcdes que permitam otimizar a eficiéncia dos
antagonistas, assim como expressar todo seu potencia no controle das doencas
(Sabaratnam & Traquair, 2002).
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Figura 1l - Comparacdo de diferentes tratamentos no controle da requeima (P. infestans),
de acordo com a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
considerando as avaliacOes ef etuadas nos tercos superior, médio e inferior das
plantas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre s pelo teste
Fisher-LSD a 5%. Os valores apresentados correspondem a média e as barras
representam o desvio padréo.

B

ILl

600 - A
500 - [
A 400
% 300
2
200 A
100
0
Testemunha

l

l 1

UFV-IEA6 UFV-STB6 Clorotalonil
Tratamentos

Figura 2 - Comparacéo de diferentes tratamentos no controle da requeima (P. infestans),
de acordo com a &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
considerando as avaliacdes efetuadas em cada planta. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre s pelo teste Fisher-LSD a 5%. Os valores
apresentados correspondem as médias e as barras representam o desvio

padréo.
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Figura 4 - Comparacéo de diferentes tratamentos no controle da requeima (P. infestans),
de acordo com o percentual de frutos com sintomas. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Fisher-LSD a 5%. Os valores

apresentados correspondem as médias e as barras representam o0 desvio
padréo.
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Figura 5 - Progresso da septoriose (S. lycopersici) em plantas submetidas a diferentes
tratamentos. As curvas de progresso representam os dados médios por

planta, onde: - = Bloco Il; 0= Bloco Ill; x = Bloco IV e += Bloco V.
A curva de progresso referente ao Bloco | ndo foi representada, umavez que
nao houve doenca.
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CONCLUSOES GERAIS

Em foliolos mais jovens, os métodos de isolamento que visam obter bactérias da
populacdo total e da superficie do filoplano, foram os que permitiram obter a maioria
dos antagonistas. O Unico obtido de foliolos mais velhos foi proveniente da populagéo
capaz de habitar sitios protegidos do filoplano e/ou resistir a fatores de estresse. Nao se
observou relacdo entre caracteristicas biolégicas dos antagonistas e dos patdgenos
testados.

Nos testes de antibiose com 0s antagonistas selecionados, o isolado UFV-STB 6
foi capaz de produzir compostos voléteis e inibir a germinacdo de cistos de
Phytophthora infestans, o que deve estar envolvido no controle da requeima. O isolado
UFV-IEA 6 produziu quitinase, havendo também uma tendéncia em reduzir a taxa de
crescimento de Alternaria solani por compostos volateis. Ficou demonstrado que os
testes de antibiose in vitro sdo inadequados como critério para selecdo de agentes de
biocontrole do filoplano de tomateiro.

A caracterizacdo dos melhores antagonistas demonstrou que trés sdo bactérias
Gram-positivas, em forma de bastonete, e uma Gram-negativa, pleiomorfica. Dentre as
Gram-positivas todas sdo anaerdbias facultativas e uma forma enddsporos. Nenhum
antagonista foi capaz de causar reacdo de hipersensibilidade (HR) em fumo e produzir
pigmento fluorescente in vitro. Os periodos de geracéo calculados a partir das curvas de
crescimento revelaram que trés isolados sdo capazes de se multiplicar rapidamente em

meio de cultura, 0 que é uma caracteristica desgjével.
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Os resultados obtidos a partir dos antibiogramas, mostraram que existem
antibiéticos que podem ser utilizados para elaboragdo de meios semi-seletivos,
adequados a cada antagonista e os testes de compatibilidade com antibiéticos e
fungicidas utilizados na cultura do tomateiro revelaram que os antagonistas podem ser
expostos aos fungicidas benomyl, enxofre, dimetomorph e tiofanato-metilico. Foi
verificada a inadequacdo de se utilizarem compostos antimicrobianos em meio de
cultura para isolamento de agentes bacterianos de controle bioldgico, uma vez que os
antagonistas selecionados foram sensiveis a grande maioria dos produtos testados.

Os testes com as enzimas indicadoras do estado de inducdo de resisténcia,
b-1,3-glucanases,  Fenilalanina  aménialiase = (PAL), Peroxidases (PO),
Polifenoloxidases (PPO) e Lipoxigenases (LOX), indicaram que o isolado UFV-IEA 6
foi capaz de promover aumento significativo na atividade das PO, evidenciando a
possibilidade do antagonista agir como indutor de resisténcia. Esse parece ser o
primeiro caso que se tem conhecimento de uma bactéria ndo fitopatogénica do filoplano
induzindo resisténcia na mesma cultura de onde foi obtida.

Os testes com os dois antagonistas em condicdes de campo, demonstraram que
UFV-STB 6 foi 0 mais eficiente, em reduzir a severidade da requeima nos tergos medio
e superior das plantas, enquanto UFV-IEA 6, somente no terco superior. Houve
tendéncia na reducdo do progresso da septoriose por UFV-STB 6 e capacidade em
diminuir o nimero de frutos com sintomas de requeima. Os resultados indicam haver
um grande potencial de uso dos agentes de biocontrole selecionados para o controle das

doencas da parte aérea de tomateiro, estudadas.
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