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RESUMO

CARRER FILHO, Renato, M.S., Universidade Federal de Vicosa, junho de
2002. Actinomicetos como agentes de biocontrole de doencas e como
promotores de crescimento do tomateiro. Orientador: Reginaldo da Silva
Romeiro. Conselheiros: Leandro Grass de Freitas e Ulisses Gomes Batista.

Cento e dezessete actinomicetos, sendo 96 obtidos de diferentes amostras
de rizosfera e rizoplano de tomateiro e 21 culturas pré-selecionadas por Moura
(1996), pela agdo contra Ralstonia solanacearum, foram avaliados no controle
biologico de Pseudomona syringae pv. tomato e Alternaria solani atraves
microbiolizacdo de sementes de tomateiro (Santa Cruz 'Kada), seguindo-se o
plantio em solo ndo-tratado e inoculagdo como os patogenos. A selecdo massal,
realizada em casa de vegetacdo, permitiu selecionar, pela contagem do nimero
de lesbes, o antagonista mais promissor (RD-01). Paralelamente, foram
conduzidos teste de colonizagdo de raizes de tomateiro em tubos contendo agar-
agua, ndo inclinados, e testes de antibiose com os 117 antagonistas contra 0s
patogenos Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria e Alternaria solani, pelo método da sobre-camada. Cerca de 88% dos
antagonistas ndo tiveram nenhum efeito inibitério contra os patdégenos testados
apesar de 70% destes terem sido capazes de colonizar raizes em condices
gnotobidticas. Em testes para o controle de Corynespora cassiicola, Stemphylium
solani, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e Ralstonia solanacearum em
casa de vegetacdo, o isolado RD-01 demonstrou incapacidade em reduzir
sintomas incitados pelo patdgeno de solo, Ralstonia solanacearum, mas
apresentou potencial como agente de biocontrole dos patdgenos foliares. Através
de um ensaio de promog&o de crescimento, realizado em casa de vegetagdo com
0s cento e dezessete isolados, pode-se concluir a inexisténcia de uma relacdo
entre o efeito de promoc&o de crescimento vegetal para os isolados testados com
os resultados de biocontrole observados em experimento anterior. Em

experimento de campo para o controle de Phytophthora infestans e Alternaria

Vii



solani, dois actinomicetos pré-selecionados (RD-01 e SON-17) foram aplicados
através da microbiolizacdo de sementes de tomateiro e pela colonizagdo do
filoplano, respectivamente. Apesar de o controle quimico ter sido mais efetivo
gue os actinomicetos, estes revelaram sua potencialidade como medida passivel
de utilizagdo em procedimentos de mangjo integrado, a qual precisa ser mais

explorada.
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ABSTRACT

CARRER FILHO, Renato, M.S., Universidade Federal de Vigosa, June 2002.
Actinomycetes as agents for the biocontrol of diseases and as promoters
of tomato plant growth. Adviser: Reginaldo da Silva Romeiro. Committee
Members: Leandro Grass de Freitas and Ulisses Gomes Batista.

One hundred and seventeen actinomycetes were used in the
microbiolization of tomato seeds, followed by the sowing in non-treated soil.
From these, 96 were isolated from samples of tomato rizosfere, and 21 cultures
had been pre-selected by Moura (1996) for their action against Ralstonia
solanacearum. At the same time, root colonization tests with tomato grown in
test tubes containing water-agar and antibioses tests were conducted with the
antagonists against the pathogens Pseudomonas syringae pv. tomato,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria and Alternaria solani. Nearly 88% of
the antagonits had no inhibitory effect against the tested pathogens despite 70%
of these had been able to colonize the roots in gnotobiotic conditions. Mass
selection, to control P. s. pv. tomato and A. solani, allowed the selection of the
most promising antagonist (RD-01), though the reduction of the number of
lesions. In a greenhouse test for the control of Corynespora cassiicola,
Semphylium solani, X. c. pv. vesicatoria e R. solanacearum, the isolate RD-01
was unable to reduce symptoms incited by the soilborne pathogen, R
solanacearum, but presented potential as biocontrol agent of the foliar pathogens.
A greenhouse essay was conducted to evaluate the plant-growth promotion by
the 117 rhizobacteria, and no correlation could be observed between the effect of
growth promotion and the biocontrol effect observed in a previous experiment.
In a field experiment to control Phytophthora infestans and A. solani, two pre-
selected actinomyces (RD-01 e SON-17) were applied through tomato seed
microbiolization and phylloplan colonization, respectively. Even though the
chemical control was more effective than the actinomycetes, these showed their
potential of use in integrated disease management, which needs to be more

explored.



INTRODUCAO

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) € uma solanacea que se
tornou bastante proeminente e popular no século passado, néo s6 pelo agradavel
paladar, mas também por ser uma rica fonte de aminoécidos, &cidos organicos,
vitamina C e consideravel quantidade de vitaminas B e D (Anderlini, 1982).
Porém esta cultura é uma das que mais demanda o0 uso de defensivos agricolas
durante o cultivo.

A cultura do tomateiro esta sujeita a vérias doencas e, quando nenhuma
medida fitossanitéria € adotada, estas séo responsaveis por perdas no potencial
produtivo, tornando-se um fator limitante a producdo (Jones et al., 1991). Para
alcancar a maximizacdo dos resultados, muitos métodos de controle tém sido
empregados, dentre eles o cultural, o genético, o fisico e o quimico (Zambolim &
Vale, 1997).

O controle quimico esta sendo uma das principais medidas utilizadas para
minimizar o0 atague de patégenos durante o ciclo da cultura. AplicacOes
freqlentes desses produtos em larga escala so responsaveis pelo surgimento de
populacdes de patogenos resistentes e pelo efeito destes sobre organismos néo-
alvo, acarretando a diminuicdo de populacdes de microrganismos benéficos,
reduzindo a biodiversidade microbiana e atenuando o desequilibrio ecol6gico
(Méllo & Azevedo, 2000). Isso, além de onerar o custo de producédo, causa danos
ao meio ambiente e coloca em risco a salide humana, tanto do produtor quanto do
consumidor (Barreto & Scaloppi, 2000).

A preocupacao com 0 uso desses produtos tem incentivado recentemente a
utilizacdo do consorcio producdo/preservacdo do meio ambiente a favor da
produtividade, consolidando a utilizagcdo racional de insumos e 0 manejo da biota
circundante (Fonseca de Souza, 2001), objetivando a diminuicéo da dependéncia
gue os sistemas de producdo agricola tém dos produtos quimicos, aumentando a
importéancia dos processos hiologicos na reciclagem de nutrientes e no controle

biologico de pragas e doencas de plantas. Esses processos sdo, em sua maioria,



mediados e dependentes da agcdo microbiana em solos, aguas e até em tecidos de
plantas (Atlas & Bartha, 1997).

Os altos custos econdémicos e 0 impacto no meio ambiente, derivados do
uso indiscriminado de agrotoxicos, resultaram em mais pesquisas sobre o
desenvolvimento de sistemas de controle biolégico como uma alternativa ao
controle quimico (Mariano & Kloepper, 2000; Nordlund, 1996; Romeiro, 1995).

Um grupo de organismos que merece atencéo quando se trata da busca por
antagonistas € o0 dos actinomicetos, rizobactérias reconhecidas pela sua
capacidade de produzir substancias antimicrobianas (Miller et al., 1989), bem
como de se adaptarem com facilidade ao solo como habitat natural, o que Ihes
confere uma vantagem competitiva pela grande importancia na atuagéo do
estabel ecimento do equilibrio entre as interagdes microbianas (Williams, 1982).

Relata-se também na literatura a capacidade das rizobactérias de induzir
resisténcia sistémica, fenotipicamente similar a resisténcia adquirida. Essa
caracteristica, mediada por rizobactérias néo-patogénicas, tem sido demonstrada
contra fungos, bactérias e viroses em Arabidopsis, feijdo, pepino, tabaco e
tomate, conduzidos em experimentos em que a rizobactéria e o patdgeno foram
manti dos espacialmente separados (Van Loon et al., 1998).

A utilizagdo de microrganismos na agricultura, com o intuito de se elevar
a produtividade das culturas e, a0 mesmo tempo, melhorar o0 seu estado
fitossanitério, agindo como bioprotetores, vem ganhando enfoque nas principais
unidades pesquisadoras do Brasl e do mundo, nas Ultimas décadas,
principalmente aqueles que sdo agentes indutores de resisténcia sistémica em
plantas agricultéaveis (Alstrom, 1991; Carrer Filho et al., 2001a; Cattelan et al.,
1999; Chen et al., 1996; El-Abyad et al., 1993b; Mahaffee & Kloepper, 1994,
Mariano & Romeiro, 1999; Van Loon et al., 1998; Wei et al., 1996).

Neste trabalho, pretendeu-se isolar actinomicetos da rizosfera e do
rizoplano de tomateiro, formando uma colegdo de possiveis antagonistas, e testéa-
los como provéaveis agentes promotores de crescimento de plantas e indutores de

resisténcia sistémica no tomateiro, através da microbiolizacdo de sementes.
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SELECAO E AVALIACAO DE POSSIVEISANTAGONISTAS
ACTINOMICETOSCONTRA PATOGENOS DA CULTURA DO
TOMATEIRO

RESUMO

Cento e dezessete actinomicetos, sendo 96 obtidos pela diluicdo seguida
de semeio de uma suspensao de solo de rizosfera e de rizoplano de tomateiro em
meio de estrato de solo-agar, e 21 de culturas selecionadas por Moura (1996), no
trabalho com Ralstonia solanacearum foram utilizadas. Suspensdo aquosa de
propagulos de cada um dos actinomicetos foi utilizada para a microbiolizagdo de
sementes de tomateiro (Santa Cruz 'Kada) por embebicéo, seguindo-se plantio
em solo ndo esterilizado. Paralelamente, foi conduzido teste de colonizacdo de
raizes, pelo bioensaio de germinacdo em &gar-agua, e testes de antibiose contra
0s patdgenos Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria e Alternaria solani, pelo método da sobrecamada. Foram encontrados
dois actinomicetos que apresentaram um amplo espectro de a¢do, inibindo os trés
patdgenos desafiantes, sendo que a maioria dos isolados néo teve nenhum efeito
inibitorio. Cerca de 70% dos actinomicetos foram capazes de colonizar o sistema
radicular do tomateiro em condicdes gnotobidticas. Selecdo massal, realizada em
casa de vegetacdo, utilizando dois patogenos desafiantes, P. syringae pv. tomato
e A. solani, permitiu selecionar, pela contagem do numero de lesdes, 7
antagonistas mais promissores. Esses também foram investigados como possiveis
promotores de crescimento de plantas, encontrando-se dois actinomicetos que
diferiram significativamente da testemunha pela contagem do nimero de folhas e
pela mensuragdo dos pesos da matéria fresca e seca. Quando 0s 7 actinomicetos
foram novamente testados contra os dois patdgenos-modelo, o actinomiceto RD-
01 foi selecionado como 0 mais promissor, pois atuou significativamente na
reducdo do nimero de lesBes, mantendo assim uma conduta estavel, verificada
pela repetibilidade de resultados.



MASSSELECTION OF ACTINOMYCETESASANTAGONISTSTO
TOMATO PATHOGENS

ABSTRACT

One hundred and seventeen actinomycetes were obtained from
rhizospheric soil sampled near healthy tomato plants and from root cutting
washes, by serial dilution of both soil suspensions and root washes followed by
plating in soil extract-agar medium. Suspensions of propagules of actinomycetes
were obtained in saline and used for microbiolization of tomato seeds (Santa
Cruz ‘Kada') by soaking overnight. A root colonization bioassay was carried out
with microbiolized seeds. Also, “in vitro” antibiosis tests were run with every
actinomycete against the tomato pathogens Pseudomonas syringae pv. tomato,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria and Alternaria solani. In a greenhouse,
plants arisen from microbiolized seeds were artificialy inoculated with two
tomato pathogens - Pseudomonas syringae pv. tomato, and Alternaria solani - by
spraying them with a inoculum suspension and, after the incubation period, the
protection was evaluated by lesion counting. The “in vitro” antibiosis assays
indicated that 2 out 117 antagonists presented a wide antagonistic potential by
inhibiting al three pathogens. The root colonization bioassay showed that nearly
70% of the isolates did colonize tomato root system under the set gnotobiotic
conditions. The mass selection, in greenhouse, indicated that 7 actinomycetes out
of 117 protected plants against the three challenging pathogens, according to
results of lesion counting. The seven antagonists with the best performance as
inducers of systemic resistance were retested, with a larger number of replicates
against the aforementioned pathogens and one isolate was selected for further

experiments.



1. INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum, Mill.) é originério do continente sul-
americano, de regides dos Andes, no Peru, Equador e Chile, e sua domesticacéo e
cultivo, parece terem ocorrido primeiramente nas antigas civilizagdes do México.
O consumo do tomate passou a ter amplo emprego na dieta humana pelo
reconhecimento do seu valor alimenticio e pela versatilidade de uso, sga ao
natural ou industrializado (Tigchelaar, 1991).

A producéo de tomate no mundo atual € de aproximadamente 99 milhdes
de toneladas, num total de mais de 3,0 milhdes de hectares cultivados (FAO,
2001). No Brasil, a producdo chega a pouco mais de 3,0 milhdes de toneladas
numa area de 56.350 ha, colocando o Pais no 8° lugar na producdo mundial,
sendo Goiés e Minas Gerais os maiores Estados produtores, com cerca de 721 e
627 mil toneladas respectivamente, seguidos por Sdo Paulo, com 625 mil
toneladas (IBGE, 2000).

Para alcancar tais niveis de producdo e produtividade, com boa qualidade
de frutos e uniformidade na producéo, houve uma busca por plantas atamente
produtivas, num processo que ocasionou a chamada “erosdo génica’, ou o “efeito
vertifolia® (Wornock, 1990), quando genes que conferiam rusticidade e,
consequientemente, resisténcia a doencas foram perdidos nos processos de
melhoramento visando caracteristicas agronémicas desgaveis. Tudo isso
favoreceu o aumento do ataque de pragas e doencas na cultura, levando esta
solanacea a ser susceptivel a mais de 200 doencas de diversas etiologias (Agrios,
1997; Taylor, 1986).

Em consequiéncia, a cultura do tomateiro € uma das que mais demandam o
uso de defensivos durante o processo de cultivo e, dentre os agrotoxicos, 0s
fungicidas representam cerca de 54% da receitas, em relacdo aos herbicidas,
acaricidas e inseticidas (IBGE, 1997).

Paralelamente, vem aumentando a preocupacéo com efeitos adversos dos
agro-guimicos na salde humana e no meio ambiente e com as consequéncias do

uso incorreto de pesticidas e adubos sintéticos, que causam graves impactos
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ambientais e intoxicagbes alimentares, restringindo legal ou comercialmente o
seu uso (Uykhede, 1996).

A busca por microrganismos benéficos como alternativa para aumentar a
produtividade de plantas, melhorando o seu estado fitossanitario, vem sendo um
dos principais objetivos da exaustiva pesguisa agricola nos ultimos anos
(Nordlund, 1996; Romeiro, 1995).

Segundo Baker & Cook (1974), o controle biologico de doencas de
plantas visa reduzir a densidade de inoculo ou da atividade de um patégeno ou
parasita, pois estes dependem freqlentemente de atividades e, ou interagbes
microbianas com potencial para combaterem o0s agentes causadores de
enfermidades em plantas. Essa € uma alternativa viavel, principalmente quando
empregada com outros métodos de controle, apresentando baixo custo e pouca

agressividade ao ecossistema.

1.1. Aspectos M or foldgicos, Fisioldgicos e Sistematicos dos Actinomicetos

Os actinomicetos séo rizobactérias Gram-positivas, com atos teor de
relacdo molar G+C em seu DNA (Connell, 2001). Tém crescimento pseudo-
micelial, sdo formadores de estruturas de resisténcia, como enddsporos ou
estruturas especializadas de esporos (Staley et al., 1984), que |hes conferem
rusticidade, adaptacdo e capacidade de sobrevivéncia em ambientes inospitos.

Os endosporos sdo formados por fragmentagdes pseudo micelial
(Bradbury, 1986), suas caracteristicas morfo-fenol égicas e aforma pelas quais as
cadeias de esporos se apresentam sdo de fundamental importancia para a
caracterizacdo taxondmica da maioria dos géneros conhecidos e estudados
(Schaad et al., 2000; Shirling & Gottlieb, 1966).

Os actinomicetos sdo aerobicos estritos, embora algumas espécies sejam
capazes de sobreviver com reduzida tensdo de oxigénio. Estes sdo considerados
microaerofilos (Bradbury, 1986).

Esses microrganismos podem exibir uma capacidade de producéo de

enzimas, como proteases, amilases, invertases, pectinases e oxidases, podem
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produzir vitaminas como B,,, tiamina e seus derivados, e antibiéticos (Waksman,

1953), o0 que os tornam excelentes candidatos a agentes de biocontrole.

1.2. Actinomicetos como Potenciais Agentes de Biocontrole

O solo é um habitat naturalmente diversificado, com comunidades
biologicas altamente complexas, nas quais encontram-se diferentes formas de
organismos, tanto eucariotas como procariotas, interagindo num ambiente
dindmico e em estado de equilibrio.

Os solos que ndo estdo sofrendo as influéncias das raizes de vegetais
podem ser considerados como um ambiente oligotréfico, ja que sdo geralmente
pobres em fontes de carbono disponiveis. As raizes das plantas representam uma
das principais fontes de introducdo de carbono no solo. Esse ambiente ao redor
das raizes ou o volume de solo que é influenciado bioldgica e bioguimicamente
pelo sistema radicular é conhecido como rizosfera (Bowen & Rovira, 1991).
Exudatos e secrecOes criam o0 “efeito rizosfera’, em razéo da intensa atividade
microbiana a ele associada (Atlas & Bartha, 1997; Bowen & Rovira, 1991).

Nesses ambientes, alguns procariotas encontram protecdo contra o
antagonismo da microflora contigua, ocupando nichos ecoldgicos na rizosfera
e/ou no rizoplano de plantas superiores, onde sobrevivem, multiplicam-se e
atuam (Curl, 1982). Estes organismos tém sido semanticamente denominados
rizobactérias (Chen et al., 1996; Lazarovits & Nowak, 1997).

A forma com que as plantas respondem a colonizacdo da rizosfera e/ou do
rizoplano por rizobactérias depende de muitos fatores (Mariano & Kloepper,
2000), variando desde uma auséncia de resposta a uma resposta benéfica e, ou,
até prgjudicia (Shipperset al., 1987).

As bactérias que exercem efeitos benéficos nas plantas, promovendo
crescimento e/ou atuando como agentes de biocontrole, tém sido denominadas
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) (Mariano &
Kloepper, 2000), ou “Plant Growth-Promoting Rizobacteria (PGPR) (Kloepper
& Schroth, 1978), YIB (Yied Increase Bactéria) (Chen et al., 1996), ou, ainda,
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biocontrol-PGPB (Bashan & Holguin, 1998). Aquelas que exercem um efeito
deletério sobre seus hospedeiros séo ditas DRB (Deleterious Rhizobacteria)
(Gutierrez Mariero et al., 1996).

Uma condicdo para ser considerada uma PGPR é ser capaz, dentre outras
coisas, de colonizar o sistema radicular (Benizri et al., 2001; Romeiro et al.,
1999; Van Loon et al., 1998). A colonizacdo de raizes € um processo ativo em
gue a bactéria multiplica-se na espermosfera em resposta a exudados da semente
(Kloepper et al., 1985), adere-se a superficie da raiz (Suslow, 1982; Weller,
1983) e coloniza o sistema radicular de plantas em desenvolvimento, mesmo em
solos contendo microrganismos nativos (Kloepper et al., 1980). Exercendo
competicdo com a microflora adjacente, a bactéria pode estabel ecer-se e persistir
nas raizes de plantas cultivadas, resultando em plantas maiores, mais saudaveis,
mais vigorosas e mais produtivas (Chen et al., 1996).

Segundo Chen et al. (1996), a procura por microrganismos antagonistas a
patogenos de plantas deve ocorrer em amostras de solo junto ao hospedeiro cujas
doencas desgja-se controlar, visto exibir uma certa especificidade da associacdo
rizobactéria-planta (Kloepper, 1996; Romeiro, 1999).

Os actinomicetos adaptam-se a diferentes condi¢cbes ambientais e sdo
considerados pela grande quantidade de metabdlicos e de substancias
antimicrobianas produzidos pela maioria das espécies (Locci, 1984; Miller et al.,
1989), inclusive em solos (Korn-Wendisch & Kutzner, 1992).

Assim como outros microorganismos que habitam naturalmente os solos,
os actinomicetos sofrem influéncias diretas e indiretas de fatores como tipo de
solo, teor de matéria-organica, pH, contetido de agua, oxigénio, concentracéo de
CO, e temperatura (Locci, 1984; Moura, 1996).

Este trabalho teve como finalidade avaliar, em laboratdrio e em casa de
vegetacdo, a capacidade dos actinomicetos amostrados do sistema radicular de

plantas de tomateiro atuarem como agente de biocontrole.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. | solamento dos Actinomicetos

Nos municipios goianos de Sdo Miguel do Passa Quatro e Cristiandpolis,
localizados em regides produtoras de tomate, foram coletadas amostras de solo
de rizosfera e rizoplano de plantas de tomateiro. As amostras foram processadas
no Laboratorio de Bacteriologia de Plantas da Universidade Federal de Vigosa,
sem e com pré-tratamento térmico a 70 °C, durante 72 horas, a fim de inativar a
maioria dos microrganismos ndo actinomicetos durante a fase de isolamento
(Williams et al., 1972).

Para 0 método de diluicdo serial em placas, 10g de solo rizosférico
sofreram extracdo em 100 ml de solucdo salina (0,85% NaCl), sob agitacéo
continua em temperatura de 30 °C, por 24 horas. A suspensdo de solo sofreu uma

diluicdo em série (fator 10). De cada dilui¢do, foram retiradas aliquotas de 100

ul, que foram semeadas, com auxilio de alca de Drigalsky, em placas de Petri

contendo meio extrato de solo-agar (Pramer & Schmidt, 1964) e em meio de
extrato de solo-agar acrescido de cicloeximida e nistatina, huma concentracao
final de 100 ppm (Williams & Davis, 1965).

Para o caso de espalhamento direto de solo na superficie do meio solido,
foram utilizados 500 mg de solo rizosférico peneirado em maha de 1,0 mm e
dispensado na parte central das placas, as quais foram mantidas em incubadoras a
30 °C, por 02 semanas.

| solamentos de actinomicetos diretamente do rizoplano foram obtidos pela
lavagem das raizes em &gua corrente, seguindo-se 0 seccionamento e a
transferéncia para Erlenmeyers contendo solucéo salina (0,85 % NaCl), numa

proporcdo de 10g de raizes para 100 ml, a extracdo ocorreu apos agitacéo
continua a 30 °C, por 24 horas. O extrato sofreu diluicdo serial e 100 pl de cada

diluicdo foram semeadas, com auxilio de al¢ca de Drigalsky, em placas de Petri

contendo meio extrato de solo-agar (Pramer & Schmidt, 1964) e em meio de
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extrato de solo-a&gar acrescido de cicloeximida e nistatina numa concentragéo
final de 100ppm (Williams & Davis, 1965).
Inspecdes diarias permitiram a repicagem de colbnias de actinomicetos

individualizadas para tubos inclinados, contendo meio extrato de solo-agar.

2.2. Manutencdo e cultivo dos patbgenos

Patégenos que incitam doencgas fungicas ou bacterianas em tomateiros
foram obtidos por isolamento, segundo metodologia apresentada por Romeiro
(2001a), ou em colecdo de culturas fitopatogénicas do Laboratorio de
Bacteriologia de Plantas da Universidade Federal de Vigosa

Os organismos patogénicos fungicos foram mantidos e cultivados em
meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), com excecdo dos fungos Corynespora
casseiicola e Semphylium solani, que foram colocados em meio V8-agar. Todas
as culturas flngicas foram preservadas em 6leo mineral, em incubadoras a4 °C.

Os patdégenos bacterianos foram mantidos e cultivados em meio 523
(Kado & Heskett, 1970), menos a fitobactéria Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, que foi cultivada em meio GYCA. Todas as bactérias foram
preservadas em Oleo mineral e em &gua mineral estéril (Romeiro, 2001b),

mantidas a 4 °C em incubadora previamente regul ada.
2.3. Cultivo e preservacao dos actinomicetos

Os actinomicetos foram padronizadamente cultivados, multiplicados e
mantidos em tubos inclinados, contendo meio de extrato de solo-&gar. Esses

microrganismos foram preservados com repicagens semestrais tubo a tubo

(Romeiro, 2001b) e em 6leo mineral, a4 °C.
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2.4. Producéo de substancias antimicrobianas “in vitro”

Verteu-se, em placas de Petri, uma camada de meio de extrato de solo-
agar (Pramer & Schmidt, 1964), procedendo-se a0 semeio de quatro culturas de
actinomicetos equidistantemente distribuidos, incubando-se, a seguir, a 30 °C,
por 72 horas.

Apbs a morte dos actinomicetos, por emanacao de cloroférmio depositado na
tampa da placa, colocado em posi¢éo invertida, durante 15 minutos, seguindo-se
exposicdo a radiacdo UV por 20 minutos, meio semi-solido, ao qua
incorporaram-se propagulos de cada patdgeno (Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. tomato ou Alterneria solani), foi vertido
nas placas de modo a formar uma sobrecamada, e mantidas em incubadoras
reguladas a 28 °C.

2.5. Bioensaio de colonizagdo deraizes

Para detectar a eventual habilidade dos actinomicetos para colonizar o
sistema radicular de plantas de tomate, foi usada a metodologia descrita por
Romeiro et a. (1999), em que sementes "Santa Cruz Kada foram
microbiolizadas, por embebicdo, em uma suspensdo de propagulos de cada
cultura de actinomiceto em solucdo salina estéril. Ap6s 24 horas, as sementes
foram transferidas para tubos contendo meio agar-agua 0,6 % e deixadas para
germinar em temperatura ambiente.

Turvagao e deposito leitoso ao longo das raizes, visualizadas contra a luz,
foram interpretados como habilidade das rizobactérias para colonizar o sistema

radicular de tomateiro.

2.6. Selegdo massal dos actinomicetos, como agentes de biocontrole com o

uso de patégenos desafiantes, em casa de vegetacéo
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A selecdo dos actinomicetos, candidatos a agentes de biocontrole por meio
de inducdo de resisténcia sistémica, foi realizada pela inoculacdo de mudas
oriundas de sementes microbiolizadas em suspensdo de propagulos de cada um
dos actinomicetos, inoculando-se Pseudomonas syringae pv. tomato e Alternaria
solani.

O ensao com Pseudomonas syringae pv. tomato, como patdégeno
desafiante, foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticbes por tratamento, sendo duas plantas germinadas em solo comum,
compondo a unidade experimental.

Numa segunda etapa, os 37 antagonistas mais promissores foram
retestados, com cinco repeticdes por tratamento, tendo Alternaria solani como
patdgeno fungico desafiante.

Pelo uso de Alternaria solani e Pseudomonas syringae pv. tomato como
patdgenos desafiantes e utilizando um indice* pré-determinado, os antagonistas
pré-sel ecionados foram reduzidos para 07 mais promissores.

*Indice - n° lesdes tratamento x 100
n° lesdes controle

Esses foram novamente testados, concomitantemente com os dois
patdgenos-modelo, desta vez com dez repeticbes por tratamento, sendo duas
plantas por repeticéo, germinadas em solo comum.

Para a realizacdo do ensaio em cada patossistema, incluiu-se o pior
tratamento na primeira e na segunda etapas da selecdo como controle adicional.

Com o intuito de correlacionar o biocontrole com a promocéo de
crescimento de plantas de tomateiro, os 7 actinomicetos pré-selecionados como
0S mais promissores agentes de biocontrole, foram investigados como potenciais
promotores de crescimento de plantas, através da microbiolizacdo de sementes
descrita anteriormente, sendo dez repeticbes por tratamento e uma planta
constituindo cada unidade experimental. Procedeu-se ao plantio em solo comum
e avaliaram-se, apods 30 dias, a atura de plantas, tomando-se, como padréo, a
distancia do ponto de inser¢do das folhas cotiledonares até a gema apical, 0 nimero de

folhas e de foliolos, e 0s pesos das matérias fresca e seca (submetidas a secagem a
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70 °C, por 72 horas). Sementes imersas em solucdo salina estéril foram utilizadas

como testemunha.

2.6.1. Preparo do indculo, inoculacéo e avaliacdo

Para as inoculagbes com a fitobacteriose, Pseudomonas syringae pv.
tomato foi mantido a 28 °C, por 24 horas, e uma suspensdo bacteriana foi
gjustada para ODsg4= 0,2 a0 espectrofotdmetro.

Com relacdo a Alternaria solani, dgua esterilizada foi vertida em placas de
Petri contendo a cultura pura em meio BDA, seguindo-se raspagem da superficie
das colbnias com auxilio de uma alga de Drigalsky, filtrando-se, em seguida, em
gaze e gjustando-se a concentracdo para 3,5 x 10° conidios/ml.

As inoculagbes dos patdgenos desafiantes em plantas de tomateiro foram
procedidas quando estas atingiram idade de aproximadamente trinta dias pés-
germinagdo ou quando da expansao completa da quinta folha.

Um dia antes da inoculagdo, as plantas foram submetidas a um pré-
tratamento em camara de nevoeiro, a 25°C. Imediatamente apds a inoculacéo por
atomizac&o, as plantas foram recolocadas na cdmara Umida por mais 24 horas €,
em seguida, deixadas em casa de vegetagdo, onde permaneceram até o

aparecimento de sintomas tipicos.
3. RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1. Isolamento de Actinomicetos
Foram utilizadas 117 culturas de actinomicetos, 94 isoladas por diferentes
metodologias (Quadro 1) e 23 selecionadas por Moura (1996) em seu trabalho
com Ralstonia solanacearum.

Muitos isolamentos apresentaram colOnias distintas, no crescimento, cor e

textura, demonstrando a biodiversidade microbiana que compde a regido da
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rizosfera (Atlas & Bartha, 1997; Benizri et al., 2001; Bowen & Rovira, 1991,
Soares de Melo, 2000).

Quadro 1 - Culturas de actinomicetos de diferentes origens obtidas por diferentes
métodos de isolamento

Origem/Método N° de Culturas

SOT 27

SON 20

SCT 21

SCN 15

RD 07

RC 04

AMB 23
TOTAL 117

SOT - Solo rizosférico de tomateiro cultivado em sistema organico submetido ao pré-tratamento
de 70 °C por 72 horas

SON - Solo rizosférico de tomateiro cultivado em sistema orgénico

SCT - Solo rizosférico de tomateiro cultivado pelo sistema convenciona e submetido ao pré-
tratamento de 70 °C por 72 horas

SCN - Solo rizosférico de tomateiro cultivado pelo sistema convencional

RD - Rizoplano de plantas de tomateiro cultivado pelo sistema convencional (planta doente)
RC - Rizoplano de plantas de tomateiro cultivado pelo sistema convenciona (planta sadia)

AMB - Culturas pré-selecionadas por Moura (1996).

3.2. Teste de Colonizacdo de Raizes e de Antibiose

A capacidade e habilidade dos potenciais antagonistas para colonizarem o
sistema radicular de tomateiro, em condi¢cBes gnotobidticas, foram elevadas.
Cerca de 70% dos 117 isolamentos foram positivos no teste de colonizagéo de
raizes, 0 que se presume comprovada motilidade, adaptacéo e crescimento.

Os dados do teste de antibiose acham-se no Quadro 2. Dentre as culturas
testadas, 88,8 % ndo tiveram nenhum efeito inibitorio contra os patdgenos
testados, e apenas 6,0 % mostraram ser capazes de inibir o crescimento do fungo
fitopatogénico testado. Em contraposi¢éo, 4,3 % inibiram pelo menos um agente
bacteriano, e 1,7 % mostrou ser possuidor de produtos de amplo espectro de
acao.

A observagdo dessas caracteristicas € 0 primeiro passo para uma efetiva

interacéo entre a planta hospedeira e os microrganismos do solo, isto €, uma agéo
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benéfica, deletéria, ou mesmo nula da associagéo rizobactéria - planta (Benizri et
a., 2001; Romeiro et al., 1999; Simons et al., 1996).

Quadro 2 - Presenca (+) ou auséncia (-) de halo de inibicdo contra dois patdgenos
bacterianos e um fungico pela agdo dos actinomicetos testados.

- Patbgenos

Caodigo das Culturas PS Xov  As
SOT- (02, 03, 04, 05, 06, 08, 09, 10, 10A, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 51, 202); SON- (01, 02,
03, 04, 06, 07, 09, 10, 11, 12, 13, 18); RC- (01, 02, 03, 22);
RD- (02, 03, 04, 05, 06, 07, 31); SCT- (01, 02, 03, 04, 05,
06, 07, 08, 8A, 8B, 09, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 39, 101); - - -
SCN- (01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 11, 13, 15);
AMB- (178, 1781, 113A, 113B, 113C, 113, 76B, 76A, 125,
76, 182, 172, 110A, 110B, 110C, 114, 04, 19, 17A, 78, 02,
102, 22)
SON- (05, 17) + + +
SOT- 07; SCT- 12 - + -
RD- 01; SON- 08; SCN- (12, 14); SOT- 01 - - +
SON- (14, 15, 16) + - -
SON- 19 + + -

Pst- Pseudomonas syringae pv. tomato; Xcv- Xanthomonas campestris pv. vesicatoria; As-
Alternaria solani.

Essas avaliagcOes qualitativas foram realizadas com o intuito de averiguar
certas propriedades de uma populagéo de culturas microbianas, afim de propiciar
uma abreviagdo comportamental das interagdes antagonistas-fitopatogeno e
antagonistas-hospedeiro em condigdes gnotobidticas, ndo sendo, portanto, uma
fase decisiva no processo de selecdo, ja que muitos resultados observados “in
vitro” geralmente ndo correspondem ao que acontece em casa de vegetacdo ou
em campo (Bettiol, 1991; Mariano, 1993).

3.3. Selecdo massal dos actinomicetos em casa de vegetacdo pelo uso de dois

patogenos desafiantes

Na primeira etapa, foram selecionados 37 actinomicetos que diferiram

significativamente, pelo teste Skott-Knott (a= 0,05) dos demais tratamentos e da
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planta-controle, pela reducdo do nimero de mancha pequena bacteriana incitada
pela fitobacteriose Pseudomonas syringae pv. tomato.

Essas culturas foram selecionadas para a segunda etapa, averiguando-se
sua capacidade na reducdo de sintomas incitados por Alternaria solani, sem
diferencas significativas entre as médias dos tratamentos e o tratamento-controle.

Logo, a selecdo dos antagonistas resultou da combinagdo de resultados dos
dois patossitemas investigados. Os 7 actinomicetos foram selecionados por terem
atuado na reducéo de 40 % da severidade de doenca, em relagéo ao tratamento-
controle, nos patdgenos desafiantes (Quadro 3), representados pelos codigos
SOT-006, RD-001, SOT-010, SCT-001, SOT-001, SOT-002, AMB-078, em
negrito.

Ao repetir os bicensaios no tempo, com o0s 7 actinomicetos pré-
selecionados, utilizando os dois patossitemas-modelo, pbode-se verificar que,
aumentando o nimero de repeticdes por tratamento, houve maior perspectiva de
diferenca entre as médias dos tratamentos pelo niumero de lesdes por planta, o
gue aumentou a confiabilidade dos dados observados (Gréficos 1 e 2).

O actinomiceto RD-01 foi selecionado por este trabalho por ser de grande
potencialidade como agente de biocontrole de doengas, pois, em ensaios
realizados em casa de vegetacdo, observou-se que 0 numero de lesdes/planta
incitadas por Pseudomonas syringae pv. tomato (Tukey, a: 0,05) e por
Alternaria solani (Tukey, a: 0,01) foi significativamente reduzido.

Este isolado manteve uma conduta estavel durante toda as fases da
selecdo, através de uma aparente manutencdo do nivel de doenca em relacdo ao
tratamento-controle, sobressaindo significativamente entre os demais nos dois
patossi stemas testados.

Aqueles actinomicetos que foram ineficientes na primeira e na segunda
etapa da selecdo, com os dois patossistemas, representados pelos antagonistas
SON-06 e AMB-172, incluidos no bioensaio como controles adicionais,
mostraram-se novamente insuficientes em restringir as lesdes estimuladas pelos

patdgenos desafiantes.
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Quadro 3 - Numero de lesdes por foliolo (N°L/F) e severidade (%) em plantas de
tomateiro, previamente tratadas com actinomicetos pela
microbiolizacdo de sementes, inoculadas com dois patdgenos

desafiantes
- Severidade
Colonizagcdo  Antibiose
Tratamento de Raizes Pst As
Pst As Xcv NOL/F % NCL/F %
SOT-006 - - - - 2,879 30,24 0,485 60,00
SOT-019 + - - - 3,327 34,94 0,748 92,54
AMB-172 - - - - 3,995 41,95 0,800 99,01
AMB-113 + - - - 4,045 42,48 0,601 74,39
RD-001 + -+ - 4,069 42,73 0,437 54,13
SCT-013 - - - - 4,280 44,94 0,592 73,27
SON-001 + - - - 4,429 46,51 0,639 79,09
AMB-022 + - - - 4510 47,36 0,611 75,70
SOT-010 + - - - 4,628 48,60 0,453 56,14
AMB-178 - - - - 4,689 49,24 0,665 82,34
SCT-001 - - - - 4,891 51,37 0,335 41,51
SON-010 - - - - 4,944 51,92 0,648 80,23
SOT-001 + -+ - 5,067 53,21 0,457 56,58
SON-005 + + + 4+ 5,090 53,53 0,729 90,28
SOT-002 + - - - 5,187 54,47 0,475 58,88
AMB-078 + - - - 5,379 56,48 0,455 56,36
SCN-010 + - - - 5,382 56,52 0,591 73,21
AMB-1781 - - - - 5,523 58,00 0,593 73,41
SCN-009 + - - - 5,551 58,29 0,535 66,23
SOT-008 + - - - 5,641 59,24 0,554 68,55
SON-012 + - - - 5,693 59,78 0,574 71,03
AMB-110A + - - - 5,720 60,06 0,611 75,61
RD-002 - - - - 5,724 60,11 0,544 67,41
RD-004 - - - - 5,833 61,25 0,451 55,81
SCN-003 - - - - 5,938 62,35 0,760 94,11
SCT-012 + - -+ 5,958 62,56 0,667 82,57
SOT-017 - - - - 6,075 63,79 0,452 55,95
SCT-006 + - - - 6,197 65,07 0,462 57,21
SON-007 + - - - 6,197 65,08 0,377 46,69
SCN-015 - - - - 6,205 65,16 0,454 56,19
SCN-005 + - - - 6,289 66,03 0,505 62,59
SCN-004 - - - - 6,306 66,22 0,562 69,56
SCT-017 + - - - 6,326 66,43 0,487 60,34
SOT-011 - - - - 6,327 66,44 0,541 67,02
AMB-102 + - - - 6,414 67,36 0,669 82,85
RC-022 - - - - 6,586 69,16 0,565 69,98
AMB-113A - - - - 7,106 74,62 0,467 57,81
Controle - - - - 9,523 100,00 0,808 100,00

Pst- Pseudomonas syringae pv. tomato; As- Alternaria solani; Xcv- Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria.
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Para comprovacdo da acdo do antagonista como provavel indutor de
resisténcia sistémica em plantas, necessita-se de realizacbes de ensaios com
outros patossistemas, dada a multiplicidade de protecéo referida aos indutores
bi 6ticos ndo-patogénicos (Hoffland et al., 1997; Koeppler et al., 1997; Romeiro,
1999; Steiner & Schonbeck, 1995; Sticher et al., 1997; Van Loon et a., 1998).

Gréfico 1 - Média de lesbes por foliolo (dez repeticbes) exibida por plantas de
tomateiro oriundas de sementes microbiolizadas com os
actinomicetos selecionados, inoculados com o patdégeno desafiante
Alternaria solani.

0,5
. 04-
s
I
=
(2] i
® 03
o
S
: |
2
g° J_ B B
g
-
S AB
0,1 - A A AB AB AB AB
0 T T T T
SCT-01 RD-01 SOT-06 78 SOT-02 SOT-10 SOT-01 172 Teste

Antagonistas

As colunas que se apresentam com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade.
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Gréfico 2 - Média de lesOes por foliolo (dez repeticbes) exibida por plantas de
tomateiro oriundas de sementes microbiolizadas com o0s actinomicetos
selecionados, inoculados com o patogeno desafiante Pseudomonas syringae pv.
tomato.

7,0 q

60 - '|'
o 501 '|' + I J.
)
S0l T i T I ]: 1
B T 1 L
8 30 B
-
: AB AB AB
<201 |a A A AB AB

1,0

0,0 T T T T T T T T

RD-01 78 SOT-01 SCT-01 SOT-06 SOT-10 SOT-02 SON-06  Teste
Antagonistas

As colunas que se apresentam com as mesmeas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade

3.4. Actinomicetos pre-selecionados como promotores de crescimento de

plantas

Quando os parametros de crescimento de plantas foram avaliados com os
antagonistas pré-selecionados, obtiveram-se diferencas significativas entre os
tratamentos (Quadro 4).

De modo geral, os actinomicetos SOT-10 e SCT-01 promoveram melhor
desenvolvimento de plantas de tomate em algumas varidveis observadas
evidenciando aumento significativo de 16,31 % no nimero de folhas verdadeiras
completamente desenvolvidas e de 13,81 % no peso da matéria fresca em relacéo
a planta controle quando em associagéo com o actinomiceto SOT-10, e aumento
significativo de 15,38 % no nimero de folhas, 13,55 % no peso da matéria fresca
e 20, 38 % de aumento no peso da matéria seca promovida pelo actinomiceto

SCT-01, em relacdo ao tratamento testemunha.
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Quadro 4 - Altura de plantas (cm), nimero de folhas e de foliolos por planta e
peso das matérias frescas (PMF em @) e seca (PMS em @) 30 dias pos-
emergéncia de sementes microbiolizadas com cada um dos 07
actinomicetos pré-sel ecionados.

Tratamentos Alt. Plantas N°Folhas  N° Foliolos P.M.F. P.M.S.
SOT-10 39,10'a 8,40 a 46,380 a 32,64 a 3,40 ab
SCT-01 39,28 a 8,33 a 45,56 ab 32,57 a 3,64a

RD-01 40,54 a 7,90 bc 46,40 ab 31,84 ab 344 ab
SOT-02 3754 a 8,00 ab 45,33 ab 31,03 ab 3,46 ab
AMB-078 378la 7,88 bc 44,00 ab 30,94 ab 3,14 ab
SOT-06 38,67 a 7,78 bc 43,67 ab 29,94 ab 3,18 ab
SOT-01 38,52 a 7,60 bc 42,60 b 29,69 ab 3,12 ab
Controle 37,32 a 7.22c¢C 43,67 ab 28,68 b 3,03b
C.V. 10,91 10,07 10,39 12,64 17,99

1. Médias (de dez repeticoes) seguidas pela mesmaletra na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a: 0,05.

Estes resultados encontram suporte em relatos de outros pesquisadores
sobre desenvolvimento de plantas mediadas por rizobactérias (Cattelan & Hartel,
2000; Dashti et al., 1998; El-Abyad et al., 1993b; Enebak et al., 1998; Kloepper
& Schroth, 1978; Kloepper et al., 1980; Kloepper et a., 1991; Lazarovits &
Nowak, 1997; Lifshitz et al., 1987; Luz, 2001; Lynch, 1976; Pan et a., 1999;
Polonenko et al., 1987) e com trabal hos realizados pela equipe do Laboratério de
Bacteriologia de Plantas do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Vicosa (Carrer Filho et al., 2001a; Moura, 1996; Romeiro et a.,
1997b; Romeiro et al., 1999; Silva, 1997 ).

Os actinomicetos rotulados como sendo SOT-10 e SCT-01, podem estar
expressando, dentro de uma relagdo rizobactéria-hospedeiro, uma promocgéo de

crescimento, ndo sendo correlacionado como agentes de biocontrole.
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AMPLITUDE DE EFETIVIDADE DO ACTINOMICETO
SELECIONADO COMO AGENTE DE BIOCONTROLE DE
ENFERMIDADESDO TOMATEIRO

RESUMO

Investigou-se a amplitude de protecdo proporcionada pelo actinomiceto
pré-selecionado, RD-01, contra patdgenos foliares da cultura do tomateiro em
casa de vegetacdo. Para tal, sementes foram microbiolizadas com propagulos do
antagonista, gjustados para ODsy = 0,3, plantadas em solo ndo esterilizado e,
guando as plantas encontravam-se no estadio de 5-6 folhas definitivas, foram
feitas inoculagdes, por atomizagdo, com 0s patdgenos Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria, Corynespora cassiicola e Stemphylium solani. Quando do
aparecimento dos sintomas tipicos, procedeu-se a quantificagdo da doenca,
confirmando a efetividade de protegdo pela contagem do nimero de leses. Foi
testada também, a capacidade do antagonista em reduzir a incidéncia de
Ralstonia solanacearum, em infectario, ndo sendo ele eficiente na supresséo da
murcha bacteriana. Paralelamente, realizou-se, em laboratério, teste de antibiose
contra fitobactérias, inibicdo da germinacdo de conidios e do crescimento
micelia de fungos patogénicos e teste de inibicdo na liberacdo de zooGsporos em
esporangios de Phytophthora infestans. O actinomiceto foi eficiente, inibindo a
germinacdo indireta de Phytophthora infestans, de conidios dos fungos testados e
no desenvolvimento micelial destes, mas n&o foi capaz de inibir, “in vitro”, o

crescimento de fitobactérias.
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EFFECTIVENESS RANGE OF AN ACTINOMYCETE SELECTED FOR
THE BIOCONTROL OF TOMATO DISEASES

ABSTRACT

An investigation on the amplitude of protection given by a pre-selected
actinomycete (RD-01) against foliar tomato pathogens was carried out in the
greenhouse. Seeds were microbiolized with antagonist propagules (OD 540= 0,3),
sowed in non-sterilized soil and, when the plants were in the stage of 5 to 6
definite leaves, inoculations were done through atomization with Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, Corynespora cassiicola and Stemphylium solani.
When typica symptoms appeared, the disease was quantified to confirm the
effectiveness of protection by counting the number of lesions. The capacity of the
antagonist in reducing the incidence of Ralstonia solanacearum was tested also,
but was not efficient to suppress the bacterial decay. At the same time, a
antibioses test against phytobacteria was carried out in laboratory, evaluating the
inhibition of conidia germination and of the mycelium growth of pathogenic
fungi, of inhibition in the release of zoospores from Phytophthora infestans
sporangia. The actinomycete was efficient, inhibiting the indirect germination of
Phytophthora infestans, the conidial germination and the mycelial development
of the tested fungi, but it was not capable of inhibiting the growth of

phytobacteria“in vitro”.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos quimicos em larga escala € responsavel pela
emergéncia de populactes resistentes de patogenos e pelo efeito destes sobre
organismos nao-alvo, tornando os tratamentos, em muitos casos, ineficazes e
antiecondmicos (Mello & Azevedo, 2000). A preocupacdo com O UsO destes
produtos e suas implicacBes tem estimulado o desenvolvimento de métodos
alternativos de controle (Mariano & Kloepper, 2000; Nordlund, 1996).

Na denominacdo genérica de controle aternativo, estdo incluidos os
controles biologico e induzido, conhecido também como indugéo de resisténcia a
patogenos em plantas, que € investigada desde o século XX, quando Chester
(1933) propds o termo “imunidade fisiolégica adquirida’. Desde entéo, varios
termos vém sendo usados para descrever o fendmeno de inducédo de resisténcia
como “resisténcia sistémica adquirida’ (Ross, 1961), “resisténcia translocada’
(Hurbert & Helton, 1967) e “imunizagdo de plantas’ (Tuzun & Kuc, 1991).

Deve ser entendido que inducdo de resisténcia € um estado em que a
capacidade defensiva da planta é elevada (Kuc, 1982), ativando mecanismos de
resisténcia latente, que sdo expressos em subseqlente infeccdo de um
microrganismo patdgeno (Ramamoorthy et al., 2000; Van Loon, 1997).

Dois tipos de inducéo de resisténcia, distintos quanto a forma pela qual
sd0 induzidos, governados por mecanismos bioguimicos diferentes, mas que
apresentam resultados fenotipicamente semelhantes, sdo reconhecidos por
autoridades da area de inducéo de resisténcia em plantas, a saber: SAR (Systemic
Acquired Resistance) e ISR (Induced Systemic Resistance), fendmenos em que
plantas, apds serem expostas a um agente indutor, tém seus mecanismos de
defesa ativados, ndo apenas no sitio de inducdo como também em outros locais
dele distantes, com carater de sistemicidade (Koeppler et a., 1997; Sticher et a.,
1997a; Van Loon et a., 1998).

Apesar de pequenas discordancias (Pieterse et a., 1998; Van Loon, 1997; Van
Loon et a., 1998) alguns autores pressupdem que, quando 0s agentes indutores séo

microrganismos patogénicos ou ativadores quimicos, como os derivados
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benzotiadiazolicos e outros compostos (Benhamou & Belanger, 1998), o qual
leva ao controle multiplo, mas ndo generalizado de patdgenos, estes evidenciam
o fendbmeno denominado SAR (Koeppler et a., 1997), que envolve o acimulo de
PRPs (Proteinas Relacionadas com Patogénese) como mecanismo de defesa da
planta, sua inducdo € sdlicilato-dependende e pode resultar em alteracOes
externas na planta, como necrose (Van Loon, 1997).

No caso de ISR, ndo h& acumulo de PRPs. A planta que sofreu inducéo
ndo exibe alteragbes, o agente indutor é usualmente um microrganismo néo-
patogénico e ndo-simbionte e sua inducdo ndo é salicilato-dependente, parecendo
haver uma rota de sinalizacdo mais associada a jasminato e etileno (Van Loon,
1997; Van Loon et al., 1998).

1.1. Inducdo de resisténcia sistémica a patégenos em plantas mediada por

rizobactérias

Embora as plantas, na natureza, estejam expostas a um grande nimero de
microrganismos, a resisténcia prevalece como regra, enquanto a susceptibilidade
mostrase como excecdo (Agrios, 1997). Esses mecanismos estruturais e/ou
bioquimicos de protecdo tornam-se ineficientes quando a planta é infectada por
um microrganismo patogénico (Pascholati & Leite, 1994; Van Loon et a., 1998).

Em contraposicéo, plantas possuem outros mecanismos de defesa ainda
mais eficientes como resisténcia dinamica, pés-infeccional ou induzida, que,
aparentemente, permanecem inativos ou latentes, somente sendo ativados quando
elas sd0 expostas e, ou, entram em contato com agentes de inducéo (Agrios,
1997; Sticher et a., 1997a).

Durante os anos 80, foram desenvolvidos trabalhos envolvendo a acdo de
rizobactérias que possuem atividades de controle biologico. Os pesguisadores
relataram que estes organismos entram em interagdo com as plantas, podendo
ativar sistemas de defesa do hospedeiro (Scheffer, 1983; Voisard et al., 1989).

Tratamento de sementes de ervilha com P. fluorescens tem resultado em

formacéo de barreiras estruturais, formagdo de calose e acUmulo de compostos
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fendlicos no sitio de penetracdo de hifas de Pythium ultimum e Fusarium
oxysporum f. sp. pisi (Benhamou et al., 1996a). Trabalho similar com ervilha,
realizado por Benhamou et a. (1996b), obteve a producéo de enzimas
semel hantes a quitinases e a B-1,3 glucanases. Essas enzimas liticas acumularam-
se no hospedeiro no sito de penetracdo do fungo F. oxysporum f. sp. pis,
resultando na degradacdo da parede celular. Colonizac&o de raizes do feijoeiro
por bactéria fluorescente foi correlacionada com inducdo de PRPs e resisténcia
sistémica contra Botrytis cinérea (Zdor & Anderson, 1992).

Pesquisas realizadas em plantas de tomateiro (Benhamou et al., 1998;
M Pigaet a., 1997; Murphy & Zehnder, 2000; Raupach et al., 1996) evidenciam
inducdo de resisténcia mediada por PGPRs e por actinomicetos (Carrer Filho et
a., 1999; El-Abyad et a., 1993b; Romeiro et a., 1997) quando estes foram
utilizados para microbiolizagdo de sementes.

Recentemente, trabalhos sobre o espectro de acdo da ISR mediado por
PGPR contra diferentes patdégenos em diferentes culturas vém ganhando
importancia (Hoffland et al., 1997; Koeppler et a., 1997; Wei et al., 1996), sendo
este mais recompensador em relacdo a um estreito espectro de protecédo de
doencas. Conseqlientemente, a selecdo de cepas com potencial para induzir
resisténcia sistémica contra multiplos patbgenos vem a ser um importante
trabalho durante a entrega de agentes microbianos ao campo.

A utilizacdo de actinomicetos € balizada pelo fato de serem habitantes dos
mais diversos tipos de solos (Sykes & Skynner, 1973), podendo colonizar a
rizosfera (Miller et al., 1989) e se comportarem como enddfitas (Sardi et al.,
1992), havendo, portanto, possibilidade de agirem como agentes bidticos
indutores de resisténcia sistémica. Consegiientemente, apresentam caracteristicas
gue permitem pressupor que tém potencial para estabelecer e manter uma
populacéo em nivels adequados para um efetivo controle.

Este trabalho teve como objetivo averiguar a amplitude do actinomiceto
selecionado como agente de biocontrole das principais enfermidades da cultura

do tomateiro em casa de vegetacdo e em laboratorio.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Investigagbes sobre a Amplitude e a Efetividade do Antagonista

Selecionado

2.1.1. Condic¢des do ensaio

Foi selecionado o isolado RD-01, que atuou, de modo significativo, na
reducdo do numero de lesbes incitadas por Alternaria solani e Pseudomonas
syringae pv. tomato, para estudos envolvendo outros patdgenos foliares e de
solo.

Sementes de tomateiro foram microbiolizadas por imerséo em uma
suspensao de propagulos do actinomiceto pré-selecionado, gjustada ODs4g: 0.30,
(embebicdo, 24 horas). O tratamento-controle consistiu na imersdo de sementes
em solucdo salina. Em seguida, foram plantadas em vasos de polietileno com
solo comum, ndo estéril. O ensaio foi conduzido em casa de vegetagéo, por
delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticdes por tratamento e duas
plantas para cada unidade experimental.

Este microrganismo teve sua amplitude de protecdo investigada contra
outros patdégenos atendendo a um dos critérios de Steiner & Schonbeck (1995),
gue enfatizam a protecdo generalizada contra uma ampla gama de patdgenos
(Hoffland et al., 1997; Sticher et al., 1997b; Van Loon et al., 1998).

2.2. Cultivo, preparo do inéculo e inoculagdo dos patdgenos desafiantes

2.2.1. Corynespora cassiicola

Em placas de Petri contendo meio V8-agar, foi cultivado o isolado
fungico Corynespora cassiicola por 20 dias. Placas contendo a cultura
esporulante foram utilizadas para 0 preparo de uma suspensdo de esporos em

agua esterilizada, raspando-se a superficie das colénias com alca de Drigalsky e,
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em seguida filtrando-se em gaze. A concentragéo do filtrado foi gjustada para 2 x
10" conidios/ml com hemacitémetro.

A inoculagdo do patdgeno desafiante foi procedida quando as mudas de
tomateiro atingiram aproximadamente trinta dias pos-germinacéo ou quando da
expansao completa da quinta folha.

Um dia antes da inoculagdo, as plantas foram submetidas a um pré-
tratamento em camara de nevoeiro, a 25°C. Imediatamente apos a inoculagdo por
atomizagdo, as plantas foram col ocadas na cdmara imida por mais 24 horas e, em
seguida, deixadas em casa de vegetacdo, onde permaneceram até o aparecimento
de sintomas tipicos. Procedeu-se a avaliagéo pela contagem do nimero de lesbes

por foliolo.

2.2.2. Stemphylium solani

Um isolado de Stemphylium solani foi cultivado em meio de cultura V8-
agar durante 20 dias. Procedeu-se ao preparo de uma suspensdo de esporos em
agua esterilizada pela raspagem da superficie da colénia com o auxilio de uma
aca de Drigalsky, filtrando-se a suspensdo em gaze e gustando-se a
concentracdo para 2,5 x 10° conidios/ml.

A inoculagdo do patdgeno desafiante foi feita quando as mudas de
tomateiro atingiram aproximadamente trinta dias pos-germinacéo ou quando da
expansdo completa da quinta folha.

Um dia antes da inoculagdo, as plantas foram submetidas a um pré-
tratamento em camara de nevoeiro, a 25°C. Imediatamente apds a inoculacéo por
atomizacao, as plantas foram colocadas ha cmara Umida por mais 24 horas e, em
seguida, deixadas em casa de vegetacdo, onde permaneceram até o aparecimento
de sintomas tipicos. Procedeu-se a avaliacéo pela contagem do nimero de lesbes

por foliolo.



2.2.3. Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

O isolado de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi cultivado em
placas de Petri contendo meio de cultura 523, por 48 horas, em incubadoras a 28
°C. Preparou-se uma suspensdo bacteriana em solucdo salina estéril e a
concentragao foi gustada para ODsy4o: 0,1 pelo uso de espectrofotdmetro.

A inoculacdo do patdgeno desafiante foi procedida quando as mudas de
tomateiro atingiram idade de aproximadamente trinta dias pos-germinacdo ou
guando da expansdo completa da quintafolha.

Um dia antes da inoculagdo, as plantas foram submetidas a um pré-
tratamento em camara de nevoeiro, a 25°C. Imediatamente apds a inoculacéo por
atomizag&o, as plantas foram colocadas na camara Umida por mais 24 horas e, em
seguida, deixadas em casa de vegetacdo, onde permaneceram até o aparecimento
de sintomas tipicos. Procedeu-se a avaliag@o pela contagem do nimero de lesbes

por foliolo.

2.2.4. Ralstonia solanacearum

Mudas de tomateiro, obtidas em conformidade com o procedimento
descrito iniciamente, foram transplantadas para infectario mantido pela equipe
do Laboratorio de Bacteriologia de Plantas e Controle Bioldgico do
Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federa de Vigosa. O infectario
consiste em caixas de amianto (1,0 x 1,5 metro) e é preenchido com solo
infestado com Ralstonia solanacearum, cujo nivel populacional no solo garante
uma efetiva infeccéo.

Foram transplantadas 50 mudas de tomateiro para o infectério e, apés dez
dias, foi confirmada sua eficiéncia pela constatacéo de sintomas de murcha em
todas as mudas.

A parcela experimental recebeu 24 mudas espacadas equidistantemente
entre si. Foram utilizadas 6 mudas para cada tratamento, distribuidas

aleatoriamente. As mudas vieram da microbiolizagdo de sementes com
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propadgulos do actinomiceto selecionado, RD-01 (ODs4: 0,3), de dois
actinomicetos pré-selecionados por Moura (1996), UFV-019 e UFV-113, como
controle positivo, e de sementes imersas em solugdo salina, como tratamento
controle.

As mudas foram transplantadas por meio de duas técnicas distintas:

a) Método da raiz nua: vinte dias pés-emergéncia, mergulharam-se as
mudas com as raizes nuas em uma suspensdo de propagulos de cada
actinomiceto, gustadas para uma ODsyg: 0,3, durante 1 hora. Percorrido este
tempo, as mudas foram transplantadas para o infectario.

b) Método direto: vinte dias pos-germinagdo, as mudas foram

transplantadas diretamente para o infectério.

2.3. Espectro de atividade “in vitro” do actinomiceto selecionado contra

patogenos da cultura

2.3.1. Inibicdo de crescimento micelial de fungos fitopatogénicos

Na periferia de placas de Petri, contendo meio de cultura extrato de solo-
adgar (Pramer & Schmidt, 1964), semeou-se 0 actinomiceto selecionado. As
placas foram mantidas em incubadoras por 96 horas a 28 °C e, apos, a coloniafoi
morta por emanacdes de cloroformio depositado na tampa da placa colocada em
posicdo invertida durante 15 minutos, seguindo-se exposi¢éo a radiacdo UV por
20 minutos. Verteu-se, entdo, uma sobre camada de BDA semi-solido. Sobre a
segunda camada, um disco de micélio de cada fungo em teste (Alternaria solani,
Semphylium solani, Corinespora cassiicola, Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici), foi depositado no ponto oposto.

Alteraces no crescimento micelial dos fungos foram acompanhadas
diariamente.

A inibi¢cdo do crescimento micelial foi constatada quando a col6nia teve
seu desenvolvimento radial interceptado por substancias produzidas pelo

actinomiceto, que difundiram-se na sobre camada.
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2.3.2. Inibicao na ger minacao de espor os

Testou-se uma suspensdo de propagulos do actinomiceto pré-selecionado
(ODsgyo= 0,3) quanto a capacidade de inibir a germinagdo de conidios de
Semphylium solani e Corinespora cassiicola (cultivados em meios V-8) e de
Alternaria solani (cultivado em meio de BDA). Os controles negativo e positivo
consistiram de solucdo salina esterilizada e de uma solucdo de chlorothalonil a
2g/l.

Sobre 1aminas de microscopia foram colocadas gotas de 50 pL, contendo
0 dobro da concentragéo a ser estudada, para que, com a adi¢cdo de mais 50 L de
suspensdo de esporos, fossem obtidas as concentragbes desgadas. A
concentracdo de conidios de Alternaria solani foi de 5,0 x 10 conidios/ml, de
Semphylium solani e Corinespora cassiicola foi de 10* conidiosml. Apés a
montagem das laminas, estas foram mantidas em camara Umida a 28 °C por 24
horas.

A germinacdo dos esporos foi determinada contando-se 100 esporos ao
microscopio (40x), com trés repeticbes. Consideraram-se germinados agueles
conidios que, o comprimento do tubo germinativo, igualou ou foi superior ao seu

maior diametro.

2.3.3. Inibicdo “in vitro” da liberacdo de zooOsporos de Phytophthora

infestans

Empregando-se a suspensdo de propagulos do actinomiceto, preparada
como descrito anteriormente, estudou-se a efetividade do actinomiceto em inibir
aliberacdo de zoosporos de Phytophthora infestans segundo método adaptado de
Vieira et al. (2000). Os tratamentos-testemunha consistiram de solugcdo salina
esterilizada (controle negativo) e solucdo de chlorothalonil a 2g/l.

Sobre laminas de microscopia, foram colocadas gotas de 50 L, contendo
o dobro da concentracéo a ser estudada, para que, com a adi¢éo de mais 50 pL de

uma suspensdo de esporangios, fossem obtidas as concentragdes desgjadas. A
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suspensdo foi ajustada para 10* esporangios/ml. As laminas, mantidas em camara
Umida, permaneceram em incubadoras reguladas a 4 °C, por 3,0 horas. Apds esse
periodo, foram imediatamente transferidas para camara de incubagéo regulada a
17 °C, por 24 horas, quando foi avaliado o percentual de esporéngios que
germinaram indiretamente.

A germinagdo indireta de esporangios foi verificada com 100 esporangios
escolhidos ap acaso, em microscopia (40x), com trés repeticdes, determinando
assim a percentagem de esporangios que liberaram zodsporos em relacéo aos

tratamentos controles.

2.3.4. Inibicdo de crescimento defitobacterias*“in vitro”

Essa inibicdo foi determinada utilizando-se 0 método da sobrecamada
(Romeiro, 2001). Para tanto, 0,1 ml da suspensdo de propagulos do potencial
antagonista em teste foi depositado no centro da superficie de placas de Petri
contendo extrato de solo-agar, seguindo-se incubagdo a 30 °C, por 96 horas.
Apobs este periodo, as colbnias foram mortas por exposicdo a luz ultravioleta
(254 nm), por 20 minutos. Em seguida, verteu-se uma sobrecamada de meio 523
(Kado & Heskett, 1970) semi-solido fundente adicionado de propagulos das
fitobactérias Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, Ralstonia solanacearum e Erwinia carotovora subsp. carotovora ).
As placas foram vedadas, mantidas em incubadoras a 28°C, e examinadas

diariamente afim de observar aformagéo ou n&o de halos de inibicéo.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Amplitude de efetividade do actinomiceto selecionado

O antagonista selecionado como agente de biocontrole contra 0s
patogenos fungicos e bacterianos da parte agrea do tomateiro teve sua amplitude
de efetividade confirmada (Quadro 01).

Quadro 01 - Numero médio de lesBes/foliolo/planta causadas por diferentes
patdgenos na parte aérea de plantas de tomate, oriundas de
sementes bacterizadas com o actinomiceto pré-selecionado

Patdgenos
Tratamento Co S XV
Controle 1,15a 0,98 a 497 a
RD-001 0,52 b* 0,51b 3,08 b*
C.V. 31,6 45,8 25,9

Cc- Corinespora cassiicola; Ss- Semphylium solani; Xcv- Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria.

Médias (dez repeticdes) seguidas pela mesma letra, na vertical, ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste Tukey (a: 0,05);

*. Nivel de significanciaa: 0,01.

Foi observada efetividade generalizada para todos o0s patdgenos
desafiantes testados, indo de encontro ao conceito de RSl e em consenso com
varios autores (Steiner & Schonbeck, 1995; Sticher et al., 1997a; Van Loon et al.,
1998).

Mesmo que a protecdo de plantas contra patdgenos por agentes bioticos,
possua em evidéncia a separacdo espacial entre 0 antagonista e o0 agente
fitopatogénico, a ISR ndo pode ser julgada como O mecanismo atuante
observado, pois 0 agente de controle pode estar agindo diretamente sobre o
patogeno ou, ainda, realizando as duas coisas ao mesmo tempo (Romeiro, 1999).

Em relacdo ao patdgeno desafiante Ralstonia solanacearum, nenhum dos
tratamentos mostrou-se eficiente em controlar a doenca quando estes foram
conduzidos de acordo com a primeira metodologia de transplante de mudas (raiz

nua), provavelmente devido aos ferimentos radiculares ocasionados pelo
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processo, abrindo portas de entrada para os fitopatdgenos, mesmo sendo
realizado o pré-tratamento em uma suspensao do antagonista como protecao.

Quando da realizacdo da segunda metodologia de transplante de mudas
para o infectario, 33,3 % das plantas oriundas de sementes microbiolizadas com
propagulos dos actinomicetos pré-selecionados por Moura (1996) UFV-019 e
UFV-113, mostraram-se capazes de suportar a alta infestacdo do patdégeno no
solo por mais quatro dias, apds a murcha de todas as plantas do tratamento-
controle, que murcharam dez dias pos-transplante e, 16,6 % das plantas do
tratamento UFV-113 resistiram por até sete dias apés a morte das plantas-
controle.

Das plantas provenientes de sementes microbiolizadas com o actinomiceto
pré-selecionado para este trabalho (RD-01), 16,6 % resistiram em até sete dias
apos a murcha de todas as plantas do tratamento-controle, mostrando sua
eficiéncia, mesmo que pequena, de suportar plantas por um tempo mais

prolongado em solo infestado com patogeno desafiante.

3.2. Eficiéncia do antagonista selecionado “in vitro”

Com relagdo aos possiveis mecanismos de acdo, o isolado RD-01
apresentou atividade de biocontrole “in vivo® contra os patogenos citados
anteriormente e, “in vitro”, mostrou ser capaz de atuar como inibidor da
germinagdo de conidios (Gréfico 2) e de crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos da parte aérea do tomateiro (Alternaria solani, Corynespora
cassiicola e de Semphylium solani) reduzindo em 43 % a liberacéo de zoOsporos
por esporangios de Phytophthora infestans (Gréfico 1 e Quadro 2). Porém, néo
foi eficiente, em condi¢bes gnotobidticas, em suprir o desenvolvimento de
fitobacterioses, tanto do solo quanto da parte aérea da cultura do tamateiro, a
saber: Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, Erwinia carotovora subsp. carotovora e Ralstonia solanacearum.

Em consonancia com vérios autores (Ramamoorthy et al., 2000; Steiner &
Schonbeck, 1995; Sticher et al., 1997a; Van Loon et a., 1998) e de acordo com
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dados observados neste trabalho, podem-se observar abreviagbes dos possiveis
mecanismos de atuacdo do agente microbiano em interacdo com a planta
hospedeira, ressaltando indicativos de mais de um tipo de mecanismo de
controle.

A existéncia de substancias antimicrobianas produzidas “in vitro” pelo
isolado RD-01, que inibiram o desenvolvimento micelia e a germinacdo de
conidios de Alternaria solani, Corynespora cassiicola e de Stemphylium solani
(Quadro 2), e a atuacéo do antagonista, quando em associagdo com o hospedeiro,
para reduzir o numero de lesdes dos agentes fitopatogénicos descritos, evidencia
a possibilidade de uma possivel agdo direta por produtos de caréter antibidtico
produzidas pelo microrganismo, agindo no ponto de infeccdo onde se encontram
0s patogenos (Romeiro, 1999).

A auséncia de produtos de natureza antibacteriana demonstrada em
laboratorio pelo isolado RD-01 e sua capacidade em agir como biocontrolador de
doengas incitadas por fitobactérias, como Pseudomonas syringae pv. tomato e
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria em casa de vegetacdo, sugerem
mediacéo de ISR pelo actinomiceto, ja que se pdde verificar sua capacidade de
colonizar rizoplano de tomateiro “in vitro” e estar espacialmente separado do
fitopatogeno desafiante, a auséncia de efeitos toxicos do agente indutor sobre o
patogeno e a inespecificidade de protecdo, mesmo ndo sendo generalizada,
corroborando com aguns autores (Hoffland et al., 1997; Koeppler et a., 1997,
Luz, 1996; Mariano & Kloepper, 2000; Ramamoorthy et al., 2000; Romeiro,
1999:; Steiner & Schonbeck, 1995; Sticher et al., 1997a; Van Loon €t a., 1998;
Zehnder et al., 2001).
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Gréfico 1 - Inibicdo, “in vitro”, da germinagdo indireta de esporangios de
Phytophthora infestans, pelo antagonista RD-01.
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Gréfico 2 - Inibicdo, “in vitro”, da germinacdo de conidios de Alternaria solani,
Corynespora cassiicola e de Stemphylium solani, pelo antagonista
RD-01.
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Quadro 2 - Numero de conidios germinados, pertencentes a Alternaria. solani,
Semphylium. solani, Corynespora. cassicola, e liberacdo de
zoosporos em esporangios de Phytophthora infestans.

Tratamentos Patogenos
A. solani C. cassiicola S. solani P. infestans
Controle 65,66 a 38,00 a 60,00 a 28,00 a
RD-001 48,00 b 7,00b 14,66 b 16,00 b
Chlorothalonil 3,00c 3,66b 1,00b 0,66 c¢c
C.V. 16,48 28,98 20,51 28,31
a. 0,05 0,01 0,01 0,05

1. Médias (trés repeticdes) que possuem a mesma letra na vertical ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey.
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ACTINOMICETOS COMO POSSIVEISAGENTESPROMOTORESDE
CRESCIMENTO DE PLANTASDE TOMATEIRO

RESUMO

Sementes de tomate (Santa Cruz 'Kada) foram microbiolizadas com
propagul os de cada um dos 117 actinomicetos, obtidos de diferentes amostragens
de solo de rizosfera e de rizoplano de tomateiro e semeadas em solo néo tratado
em casa de vegetacdo. Para cada tratamento foram utilizadas 3 repeti¢oes, sendo
2 plantulas por recipiente. Trinta dias ap0s a emergéncia, procederam-se as
mensuracdes correspondentes a atura de plantas, aos pesos das matérias fresca e
seca, a contagem do numero de foliolos e de folhas completamente expandidas.
N&o foram encontradas diferencas significativas entre as médias dos tratamentos
e do tratamento-controle, apesar do actinomiceto SON-018 ter se destacado, para

0 caso de todas as variavei s observadas.
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ACTINOMYCETESASPLANT GROWTH-PROMOTING AGENTSIN
TOMATO

ABSTRACT

A set of 117 isolates of actinomycetes was obtained from samples of
rhizospheric soil and from root cuttings of tomato by seria dilution of water
extracts followed by plating dilutions in soil extract-agar medium. Tomato seeds
(Santa Cruz 'Kada) were microbiolized by immersion overnight in a turbid
propagule suspension of every actinomycete and next seeded in pots containing
non-sterile soil, in a greenhouse. For each treatment there were used three
replicates, consisting each replicate in a pot with 2 plants. Thirty days after seed
germination, growth promoting parameters such as plant height, plant fresh and
dry weight as well as number of leaflets and |leaves were estimated. No
significant differences were detected in the ability of actinomycetes to promote
growth in relation to control plants in spite of the fact that the actinomycete
SON-018 presented a visual better performance if compared to the other isolates
under investigation.
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1. INTRODUCAO

Com o intuito de reduzir o uso excessivo de pesticidas e evitar danos
maiores, principal mente a micro biota do solo, estdo sendo empreendidas préaticas
alternativas de manejo, como a microbiolizagdo de sementes com rizobactérias
para o controle de doengas incitadas por patégenos de solo e para promogao de
crescimento e rendimento de plantas (Benizri et al., 2001; Chen et al., 1996;
Kloepper et al., 1991; Luz, 1993; Luz, 1996; Luz, 2001; Ramamoorthy et al.,
2000; Zehnder et al., 2001).

Pesquisas referentes a promocéo de crescimento de plantas usando-se
rizobactérias ndo rizobiais vém sendo conduzidas, desde 1885, pelos governos da
Rlssia e da Ucrania, com microrganismos como Azotobacter choococcum,
Bacillus megaterium e outras espécies de Bacillus (Luz, 1996). O
reconhecimento dos efeitos benéficos da associacdo plantas-rizobactéria no
desenvolvimento de plantas vem sendo observado desde 1904, por Hiltner, ao
descrever numerosos microrganismos colonizando a porcéo do solo circundado
pelas raizes, regido denominada de rizosfera (Cattelan & Hartel, 2000; Mahaffee
& Kloepper, 1994).

Nos anos 30, continuaram as investigagdes sobre inoculantes bacterianos e
a promocéo de crescimento vegetal, principal mente usando espécies de Bacillus e
Arthrobacter (Brown, 1974). Mas foi somente nos anos 50 gue microrganismos
ndo simbiontes foram utilizados na agricultura, aumentando de 10 a 20 % no
rendimento das colheitas pela inoculacdo de mais de 35 mil hectares de terras na
Russia (Luz, 1996; Mahaffee & Kloepper, 1994).

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas sdo organismos
procariotas que se propagam proximo as raizes, estimulados pelos exsudatos
radiculares, promovendo o desenvolvimento vegetal através de diferentes
mecanismos (Cattelan, 1999; Cattelan & Hartel, 2000).

O crescimento de plantas promovido por rizobactérias as torna mais
vigorosas, mais resistentes a estresse e aumenta a producdo provavelmente

devido a um conjunto de fatores, como, promoc¢éo direta de crescimento pela
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producdo de fito-hormonios (El-Abyad et al., 1993b), incluindo auxinas,
citocininas, giberelinas e etileno, aumento da fixagdo de nitrogénio da atmosfera,
aumento da permeabilidade das raizes, o que estimula o aumento da absorcéo de
nutrientes (Brown, 1974; Enebak et al., 1998; Patten & Glick, 1996), bem como
a possibilidade de serem enddfitas, de produzirem metabdlitos (Sardi et al.,
1992) e solubilizarem fosfato e outros nutrientes (Rodriguez et al., 2000).

Indiretamente as rizobactérias podem promover o crescimento de plantas
afetando a fixagcdo simbiotica de nitrogénio, aumentando o niUmero de nodulos e
a eficiéncia de nodulagéo por agentes fixadores de N, em relagfes sinergisticas
(Polonenko et al., 1987). Podem também atuar como agentes de biocontrole,
mantendo o solo supressivo, inibindo patégenos secundarios da rizosfera (Suslow
& Schroth, 1982) ou participando de processos de inducdo de resisténcia
sistémica, diminuindo ou prevenindo efeitos deletérios de um ou mais
microrganismos fitopatogénicos (Pan et al., 1999).

Outros mecanismos de acdo das rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas e de bioprotecdo sdo propostas como a detoxificacdo do solo em volta
das raizes (Waton & Anderson, 1990), aderéncias das rizobactérias as hifas dos
patogenos por interagcOes de lectinas, que inibem o crescimento adicional do
fungo (Nelson et al., 1986), e a inativacdo de estimulantes de propagulos de
patogenos presentes no solo (Van Dijk, 1995).

Dessa forma, os actinomicetos podem exercer competicdo com a
microflora adjacente da rizosfera, podendo estabelecer e persistir nas raizes de
plantas cultivadas, sendo esperado um certo nivel de especificidade na associacéo
rizobactéria-hospedeiro (Kloepper, 1996; Romeiro, 1999), resultando em plantas
maiores, mais saudaveis, vigorosas e mais produtivas (Chen et a., 1996).

(Hadas & Okon, 1987), ao trabalharem com sementes de tomateiro
microbiolizadas com Azospirillum brasiliense, em solo ndo esterilizado,
investigaram os efeitos diretos de seus componentes no desenvolvimento
radicular, encontrando incremento no alongamento das raizes e no aumento de
raizes secundarias, decrescendo o tempo para a formacdo do sistema radicular,

como resultados.
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(Kloepper et al., 1991) utilizaram sementes microbiolizadas com bactérias
fluorescentes e com Serratia spp., obtendo acréscimo no peso da matéria seca da
parte aérea das plantas e das raizes de tomateiro, em casa de vegetacdo,
utilizando solo néo-esterilizado. (Peixoto et al., 1995), utilizando Pseudomonas
aeruginosa como inoculantes de sementes e/ou substrato, verificaram aumentos
de até 52,5 % na emergéncia e de até 61,1 % no peso da matéria seca de
tomateiro semeadas em solos esterilizados ou ndo, em casa de vegetacao.

Similarmente, (El-Abyad et a., 1993b) constataram melhora na
emergéncia de sementes de tomateiro, maior desenvolvimento radicular pelo
aprofundamento de 20 % daraiz principal e aumento de 90 % do peso da matéria
seca, em experimentos com PGPR visando ao controle de P. solanacearum pelo
uso do antagonista Streptomyces pulcher, que apresentava atividade in vitro
contra o patogeno.

Existem varios relatos de promogédo de crescimento de tomateiro mediados
por actinomicetos, aliados ao controle de diferentes bacterioses (Carrer Filho et
al., 2001; Carrer Filho et al., 2001a; Carrer Filho et al., 1999; Kloepper et d.,
1991; Mantovanello & Melo, 1994; Moura, 1996; Moura et al., 1996; Romeiro et
al., 1997a; Romeiro et al., 1997b).

Este trabalho objetivou, investigar o potencial de promocdo de
crescimento de tomateiro mediado pelos actinomicetos isolados de diferentes
solos de rizosfera e de rizoplano de plantas de tomateiro, quando utilizados para
microbiolizacdo de sementes, conduzida em casa de vegetacdo, em solo néo
esterilizado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacdo dos Actinomicetos como Provaveis Agentes Promotores de

Crescimento de Plantas de Tomateiro

Os actinomicetos, potenciais promotores de crescimento de plantas, foram

previamente cultivados em tubos contendo meio extrato de solo-agar (Pramer &
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Schmidt, 1964) em temperatura de 30 °C, por 96 horas. Sementes de tomate da
variedade Santa Cruz "Kada foram microbiolizadas por embebicgo, 30 °C, por
24 horas, em uma suspensao de propagul os preparados a partir de solugdo salina
(NaCl 0,85 %) esteéril, de cada um dos 117 actinomicetos.

Procedeu-se ao plantio, em vasos de 0,4 litro, com solo ndo-esterilizado,
em casa de vegetacdo, com trés repeticbes para cada tratamento, sendo cada
parcela constituida por duas plantas por vaso. Sementes imersas em solucéo
salina estéril foram utilizadas como testemunha. A avaliagéo foi realizada trinta
dias apds a germinacdo, avaliando-se altura de plantas, nimero de folhas e de

foliolos, e pesos das matérias fresca e seca da parte aérea.

2.1.1. Altura de plantas e niumer o de folhas e de foliolos por planta

Mediu-se a dtura das plantas tomando-se, como padrdo, a distancia do
ponto de inser¢éo das folhas cotiledonares até a gema apical. Foram contados o
numero de folhas verdadeiras, completamente expandidas, e o nimero de foliolos

por planta.

2.1.2. Peso das matérias fresca e seca

As plantas foram seccionadas no ponto de insercdo das folhas
cotiledonares e imediatamente pesadas (peso da matéria fresca) e, entdo,
submetidas a secagem a 70 °C, por 72 horas, e novamente pesadas (peso da
matéria seca). Os resultados foram expressos como 0 peso medio das plantas em

cada medicao.

3. RESUL TADOSE DISCUSSAO

Dos 117 isolamentos de actinomicetos utilizados, nem um dos
representantes diferiu  significativamente, por andlises estatisticas, ao se

compararem as médias provenientes das variaveis atura de plantas, nUmero de

53



folha e de foliolo por planta e pesos da matéria fresca e seca. Observou-se que
houve aumento de 10,5 % na altura das plantas, de cerca de 20,8 % e 23,7 % nos
pesos da matéria fresca e seca, respectivamente, e de 15,4 % no total de folhas
completamente expostas, conferidas pelo actinomiceto SON-018 quando usado
para bacterizacdo de sementes de tomate.

A ndo-manifestacdo diferenciada, promovida pelo método estatistico em
relacdo ao comportamento dos parametros relacionados com a promocao de
crescimento aqui referidos, provavelmente é intitulada pelo fato de ter sido
peguena a amostra dos tratamentos, que tiveram suas médias provenientes de
apenas trés repeticoes, e pelo curto periodo de desenvolvimento das plantulas
antes das mensuragoes.

Pode-se também concluir que houve algum tipo de competicdo entre as
plantas, ja que foram colocadas duas plantas em um recipiente de 0,40 litro.

De acordo com varios autores (Benizri et a., 2001; Luz, 1996; Mariano &
Romeiro, 1999; Oberhandli et al., 1991; Ramamoorthy et al., 2000; Romeiro, 1999; Van
Loon et al., 1998), S840 raros 0s casos de um mesmo agente bacteriano apresenta,
a0 mesmo tempo, caracteristicas de biocontrole e de promogédo de crescimento.

Investigagbes mais detalhadas sobre os actinomicetos como potenciais
promotores de crescimento sdo necessarias antes de qualquer especulacéo quanto

ao desenvolvimento de plantas.
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ACTINOMICETOS PRE-SELECIONADOS COMO AGENTESDE
BIOCONTROLE E COMO PROMOTORESDE CRESCIMENTO DE
PLANTASDE TOMATEIRO EM CONDICOES DE CAMPO

RESUMO

Mudas de tomateiro Santa Cruz "Kada foram transplantadas para o
campo, 20 dias apbds 0 semeio em solo ndo tratado. O ensaio foi conduzido com
quatro blocos, sendo cinco tratamentos, a saber: quimico, consistindo de
pulverizacbes bisemanais com chlorothalonil (2g/1); rizoplano, plantas oriundas
de sementes microbiolizadas com propagulos do actinomiceto pré-selecionado
RD-01 (ODsyq = 0,3); filoplano, efetuado pela pulverizacdo semanal da parte aérea
com uma suspensdo de propagulos do actinomiceto pré-selecionado SON-17
(ODsyo = 0,3); rizoffilo, plantas advindas de sementes microbiolizadas com
propagulos do actinomiceto pré-selecionado RD-01 e que também tiveram a
parte aérea colonizada, semanalmente, com propagulos do actinomiceto pré-
selecionado SON-17 e o tratamento-controle. Avaliou-se 0 progresso da pinta-
preta (Alternaria solani) e da mela (Phytophthora infestans), estimando-se a
percentagem da area foliar lesionada, encontrando-se diferenca significativa entre
os tratamentos pela andlise da area abaixo da curva de progresso de doenca.
Apesar do controle quimico ter sido mais efetivo, os tratamentos pela
colonizacdo do filoplano e pela microbiolizagdo de sementes com os
actinomicetos SON-17 e RD-01, respectivamente, diferiram estatisticamente do
tratamento-controle, quando da avaliacdo da AACPD causada por Alternaria
solani, revelando sua potencialidade como medida passivel de ser utilizada em

procedimentos de manejo integrado.
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PRE-SELECTED ACTINOMYCETESASBIOCONTROL AGENTSAND
ASGROWTH PROMOTERSOF TOMATO PLANTSIN THE FIELD

ABSTRACT

Twenty-day old tomato seedlings were moved to field in an experiment to
confirm the ability of bacterial biocontrol agents that were previously selected for
this purpose. The experiment was set in randomized blocks, being four blocks
and five treatments as follows. a) Chemica treatment only, consisting in
sprayings (twice a week) with the fungicide chlorothalonil (2g/1); b) Plants arisen
from seeds microbiolized with propagules (ODs4 = 0,3) of the pre-selected
actinomycete RD-01; c) Colonization of the phylloplane of non-microbiolized
plants by spraying them (weekly) with a propagule suspension of the previously
selected actinomycete SON-17 (OD540 = 0,3); d) Spraying (weekly) the
phylloplane of plants (arisen from microbiolized seeds as in b) with a propagule
suspension of the previoudy selected actinomycete SON-17 (OD540 = 0,3) and
e) Control plants neither microbiolized nor sprayed with cell suspensions of
microorganisms. The progress of late blight disease (Alternaria solani) as well as
of early blight (Phytophthora infestans) were monitored by visual inspection by
using a panel of evaluators that estimated the percentage of infected leaf area and
concluded that there were significant differences among treatments as far as the
area below the disease progress curve (AACPD) is concerned. As expected, the
chemical treatment proved to be the best one. Nevertheless, by examining the
AACPD, it is possible to conclude that treatments (b), (c) and (d) differed from
the control (e) for late blight. Results demonstrate that if it is not possible to get
rid of chemical sprays totally it might, at least, be feasible to reduce the number
of chemical sprays by using selected biocontrol agents instead.
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1. INTRODUCAO

Os dtos custos ambientais e econdmicos decorrentes do Uuso
indiscriminado de pesticidas na agricultura tém demandado num maior esforco
de pesquisa direcionada para o desenvolvimento de sistemas de controle de
pragas e doencas envolvendo agentes biologicos (Mahaffee & Kloepper, 1994,
Mariano & Kloepper, 2000).

Uma das estratégias de mangjo que ndo causam maiores danos a0 meio
ambiente, e que muito vém se destacando no Brasil e no mundo, é o uso de
rizobactérias como agentes de biocontrole e promotores de rendimento de plantas
(Benizri et al., 2001; Brown, 1974; Carrer Filho et al., 2001a; Carrer Filho et .,
1999; Chen et a., 1996; Dashti et a., 1998; Handelsman & Stabb, 1996;
Kloepper et a., 1991; Luz, 1993; Luz, 2001; Mahaffee & Kloepper, 1994; Moura
et a., 1996; Romeiro et a., 1997; Silva & Romeiro, 2001; Velazhahan et al.,
1999; Zdor & Anderson, 1992; Zehnder et al., 2001).

Em conformidade com (Kloepper et a., 1991), uma das formas mais
simples de se dispensarem PGPRs em plantas é pela microbiolizagdo de
sementes, que consiste na aplicacdo de microrganiSmos Vvivos as sementes ou em
Orgaos propagativos, como ramos, tubérculos e raizes (Mariano & Kloepper,
2000). A microbiolizacdo tem varios objetivos como fixacdo de N,, melhoria da
absor¢éo de nutrientes, biocontrole de patdgenos, promogao do crescimento de
plantas através do aumento da taxa de germinagdo e do vigor das sementes (Luz,
1993; Van Loon et al., 1998; Zehnder et al., 2001).

A aplicagdo mais prética conhecida internacionalmente de um
microrganismo para o controle biologico, através do tratamento de sementes, € 0
controle da galha da coroa em roséaceas incitada por Agrobacterium tumefaciens,
por meio do isolamento ndo-patogénico de Agrobacterium radiobacter K-84
(Donner et al., 1993; Kerr, 1972), fundamentado pela agdo da bacteriocina
denominada Agrocin-84, produzida por um plasmidio (pAgK84), que inibe o

crescimento de Agrobacterium tumefaciens.
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Um isolado, melhorado através da tecnologia de DNA recombinante, foi
desenvolvido com o plasmidio pAgK 1026, uma forma modificada que retém a
producdo de agrocin, de modo a excluir a possibilidade de recombinagdo com o
patogeno através da desativacdo de genes que codificavam para a conjugagao
(Jones et a., 1988). O isolamento K-1026 de Agrobacterium radiobacter € a base
do produto Nogall®, muito utilizado na Austrélia como um bioprotetor para uso
geral.

Espécies de Bradirhizobium (Rhizobium) tém sido usadas, ha véarios anos,
no tratamento de sementes de leguminosas, de modo a aumentar a fixagcao de
nitrogénio. Espécies de Azospirillum e Azotobacter também tém sido pesquisadas
com o0s mesmos objetivos (Brown, 1974). Penicillium bilaji tem sido aplicado
como tratamento de sementes, melhorando a fixacdo de fésforo em trigo e
canola, atuando como solubilizador de fosfato (Kucey, 1987; Kucey & Leggett,
1989).

Varios produtos comerciais com base em rizobactérias selecionadas, tanto
para promocdo de crescimento como para biocontrole, existem em
disponibilidade no mercado, a saber: Gatrol-A® e Agrocin® (Agrobacterium
radiobacter, estirpe K84) e Nogal® (A. radiobacter, estirpe K1026) para o
controle de A. tumefaciens em rosaceas e tomate (Kerr, 1972), Quantum-4000®
(Bacillus subtilis, estirpe GB03), Kodiak® e Kodiak® plus (Bacillus subtilis,
estirpe GBO3 melhorada) para o controle de Fusarium graminearum e
Rhizoctonia, principalmente nas culturas de trigo e milho (Chang & Kommedahl,
1968), YIB® (Bacillus spp.) (Chen et al., 1996), Dagger G® (Pseudomonas
fluorescens), efetivo principalmente contra fungos que atacam trigo, a saber, B.
sorokiniana e G. graminis var. tritici (Luz, 1996), usados no tratamento de
sementes de algodoeiro e eficientes no controle de Pythium ultimum e de R.
solani nessa cultura (Howell & Stipanovic, 1979; Howell & Stipanovic, 1980), e
Erwinia carotovora em batata (Kloepper et a., 1980), e o Mycostop®
(Streptomyces griseoviridis, estirpe K61), produzido pela Companhia Kemira
Agro Oy, é comercializado desde 1990 na Finlandia e registrado em vérios
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paises, como Estonia, Hungria, Estados Unidos, Chile, Islandia e Noruega (Luz,
1996).

No Brasil, nenhum destes produtos esta disponivel no mercado.
Entretanto, muito destes e outros agentes sdo utilizados comercialmente, ainda
gue em pequena escala, muitas vezes multiplicados pelos préprios usuarios,
como discutido por Bettiol (1996). Muitos estudos ainda estédo em estagio de
desenvolvimento, utilizando agentes de controle biolégico, como Bacillus
subtilis para o controle da ferrugem em café e em feijdo e para o controle de
mildio pulverulento em pepino (Bettiol, 1996).

We et a. (1996), utilizando sementes de pepino microbiolizadas com
PGPR e encharcando o solo durante o transplante, conseguiu reduzir os niveis de
severidade da mancha-angular incitada por P. syringae pv. lachrymans e da
antracnose (Colletotrichum. orbiculare) em trés ensaios de campo, para um
periodo de dois anos. Em todas as investigacOes, obtiveram um aumento
significativo na promocéo de crescimento das plantas e uma melhora na
produtividade da cultura.

Chen et al. (1996) relatam experiéncias, na Republica Popular da China,
com O uso rotineiro de rizobactérias como promotoras de crescimento e
ativadoras de defesa de plantas, desde a década de 80, como préatica agronémica
no mangjo de pragas e doencgas, atraves da microbiolizagao de sementes com
propagulos de YIB (Yield-Increasing Bactéria), termo usado como sinonimia
para PGPR. Relatam os autores que o governo chinés encarrega-se da
distribuicdio de cerca de 3.000 toneladas de formulaces de células de
rizobactérias para serem utilizadas em 35.000.000 de hectares de plantio.

Zehnder et al. (2001) investigaram a inducéo de resisténcia em Tomato
Mottle Virus (ToMoV) em campo durante as safras de outono de 1997 e de
outono e primavera de 1998 na Florida. Os resultados demonstraram que o
tratamento de sementes pode promover protecdo em condi¢cbes naturais, fato
também observado por Murphy & Zehnder (2000).

Conforme relato de Kenney et al. (1999), um outro produto que esta em

pleno desenvolvimento, chamado de LS213, contém esporos de Bacillus subtilis
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estirpe GBO3 e de Bacillus amyloliquefaciens estirpe IN937 como a base da
formulacdo industrial. O produto revelou, em casa de vegetacdo, sua
potencialidade para promogdo de crescimento de tomate, pepino e fumo e, em
campo, exibiu significativa protecéo contra nematoides e antracnose em pepino e
contra mancha bacteriana em tomate.

S80 varios 0s mecanismos de controle passiveis pelo uso de PGPR
(Shoda, 2000), podendo atuar como competidores (nicho e nutrientes), bem como
agir como indutores de resisténcia sistémica em plantas (ISR).

Este trabaho teve como objetivo investigar a potenciaidade de
microrganismos antagonistas pré-selecionados em casa de vegetacdo, como
agentes de biocontrole e de promocéo de rendimento de plantas de tomateiro em

campo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. CondicOes do ensaio

Sementes de tomate (Santa Cruz Kada) microbiolizadas por meio de uma
suspensdo de propagulos do actinomiceto pré-selecionado RD-01 e outro
actinomiceto, SON-17, pré-selecionado em trabalho paralelo a este, como
residente de filoplano, foram os microrganismos utilizados.

Esses antagonistas foram cultivados e mantidos em meio extrato de solo-
agar (Pramer & Schmidt, 1964). O microrganismo actinomiceto RD-01 foi
isolado em raiz de tomateiro doente cultivado em sistema convencional. Ja o
actinomiceto SON-17 foi isolado em rizosfera de tomateiro mantido em sistema
organico.

O ensaio foi instalado em uma area experimental do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa e conduzido no periodo de
dezembro de 2001 a fevereiro de 2002. A area possui um historico de ocorréncias

de doencgas em tomateiro, ja que se faz o plantio de tomate todo o ano no local,



além do de batata e outras solanéceas. O solo onde foi instalado o experimento
possui as caracteristicas mostradas no Quadro 1.

Segundo as andlises, 0 solo é do tipo argiloso, apresenta pH médio, com
teores meédios de fosforo disponivel e baixo de potassio trocavel, com bons teores
de célcio e de magnésio.

O experimento, com delineamento em blocos casualizados, foi realizado
em guatro blocos e cinco tratamentos, com cinco plantas formando cada parcela.
Os tratamentos foram representados por mudas de tomate da variedade S? Cruz
"Kada oriundas de sementes microbiolizadas por propagulos do actinomiceto
RD-01, pela colonizagdo do filoplano com actinomiceto SON-17 e pelo uso de
tratamento quimico com chlorothalonil. A testemunha (controle) ndo recebeu
nenhuma mani pulagéo.

Seguem-se 0s seguintes tratamentos:

Rizoplano: plantas oriundas de sementes microbiolizadas com propagul os
do actinomiceto pré-selecionado RD-01.

Filoplano: plantas originarias de sementes ndo microbiolizadas, cuja parte
aérea foi colonizada por meio de pulverizagbes semanais, com propagulos do
actinomiceto pré-selecionado SON-17.

Rizo/Filoplano: plantas advindas de sementes microbiolizadas com
propadgulos do actinomiceto pré-selecionado RD-01, cuja parte aérea foi
colonizada, semanalmente, com propagulos do actinomiceto pré-selecionado
SON-17.

Quimico: plantas sem nenhum tratamento prévio, pulverizado com
chlorothalonil a 2g/litro, bi semanal mente.

Controle: plantas sem qualquer tipo de tratamento.

Nos tratamentos Rizoplano e Rizo/Filoplano, a microbiolizac&o procedeu-
se por meio de uma suspensdo de propagulos agjustada ODsy - 0,3. Nos
tratamentos Filoplano e Rizo/Filoplano, as colonizagOes das partes aereas foram
realizadas por pulverizagbes de uma suspensdo de propagulos em concentracéo
ODs40-0,2.
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Quadro 1 - Resultado da andlise do solo realizado dez dias antes do transplante
das mudas de tomateiro para 0 campo.

pH P K Ca Mg™ A" H* SB CTC(t) CTC(T) V Argila

| dentifi cacs
dentificagao H,O | mg/dm’ Cmol/dm’ % %

AMSOLO 55 /95 36 38 10 0,1 46 489 4,99 949 52 40

2.2. CondicOes de mango

Procedeu-se a aragéo seguida de gradagem, com incorporacéo ao
solo de plantas de Jua Bravo (Solanum carolinenses), que se encontravam no
local. O transplante das mudas de tomateiro para o campo ocorreu 20 (vinte) dias
apos a emergéncia das plamtas em solo ndo-esterilizado, em casa de vegetacao.
Cinco dias ap0s o transplante, verteram-se 50 ml de uma suspensdo de
propagulos do actinomiceto RD-01 (ODs4o: 0,2) em cada cova de plantas
previamente microbiolizadas.

As plantas foram conduzidas verticalmente, com o espacamento de 1,00 x
0,30m (Boff et al., 19914a). As plantas foram conduzidas com duas hastes, sendo
a poda de caules realizada semanal mente.

A irrigacdo utilizada foi a aspersdo e as adubacOes de transplante e de

cobertura foram implementadas em funcéo de andlise quimica do solo.

2.3. Quantificacdo das doencas

A incidéncia de pinta-preta (Alternaria solani) e de mela (Phytophthora
infestans) foram avaliadas, semanalmente, em todas as plantas. A severidade da
pinta-preta foi estimada pelo uso de escalas diagraméticas com diferentes
percentagens de area foliar lesionada (Boff et al., 1991b). Ja para a incidéncia de
mela (Phytophthora infestans), dois avaliadores foram utilizados para estimar a
percentagem da érea foliar lesionada, utilizado o programa SeverityPro® (Nutter

& Litwiller, 1998) para o treinamento da acurécia e da precisdo.
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Avaliou-se a area foliar lesionada pela pinta-preta semanalmente e, pela
mela, duas vezes por semana, obtendo a curva do progresso das doengas como a
AACPD (areaabaixo da curvado progresso de doenca).

Foram avaliados juntamente com a severidade das doencas a altura de
plantas, o nUmero de folhas verdadeiras completamente expostas e a producédo de

frutos como possiveis parametros indicadores de crescimento.

3. RESUL TADOSE DISCUSSAO

De acordo com andlise quimica do solo, ndo foi realizada adubacéo de
transplante das mudas para o campo, dadas as caracteristicas do solo. Vinte e
quatro dias apos o transplante foram efetivados adubacéo de cobertura com 4-14-
8 (N-P-K) devido a observacdo de bronzeamento das folhas no tratamento-
controle.

O progresso de doencas foi acompanhado e quantificado, conforme
demonstrado nas Figuras 1 e 2, e os resultados da andlise estatistica estdo
representados no Quadro 2.

O comportamento que explica o progresso de doenca no caso de
Phytophthora infestans € o de um modelo exponencial, mas, provavelmente, com
0 tempo, este assumira caracteristicas de um modelo logistico, devido a redugéo
da érea foliar sadia disponivel (Bergamin Filho & Amorin, 1996; Campbell &
Madden, 1990).
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Quadro 2 - Média da é&rea abaixo da curva do progresso de doenca (AACPD)
para mela (Phytophthora infestans) e pinta preta (Alternaria solani).

AACPD" (% x dia)

Tratamentos Phytophthora infestans Alternaria solani
Controle 525,78 a 106,66 a
Filoplano 415,69 ab 55,63 b

Rizo/Filoplano 359,41 ab 47,07 b
Rizoplano 225,93 ab 51,64 b
Quimico 46,00 b 8,50c¢c

1. AACPD seguida pela mesma letra ndo difere significativamente entre si, pelo teste de Fisher
LSD, para [: 0,05 de probabilidade.

Com relagéo a curva de progresso da mela (Phytophthora infestans),
apesar da aparente distin¢éo da taxa de progresso de doencga, ndo houve, do ponto
de vista estatistico, diferenca significativa entre os tratamentos biolgicos e o
controle, e entre estes e o tratamento quimico, mas foi encontrada diferenca entre
avariavel AACPD dos tratamentos controle e do quimico, segundo evidenciado
pelas andlises estatisticas.

O tratamento quimico continua sendo a mais eficiente forma de controle
de mela por Phytophthora infestans em tomate. Apesar do uso exclusivo de
pulverizagbes com chlorothalonil, neste trabaho mostra-se claramente a
importancia dos produtos quimicos usados na producéo de tomates livres de uma
epidemia severa de mela

A respeito das avaliacOes realizadas durante o periodo do progresso da
doenca da pinta-preta, incitada por Alternaria solani, foi encontrada diferenca
significativa da varidvel AACPD entre os tratamentos biologicos (Rizoplano,
Rizo/Filoplano e Filoplano) e o controle, havendo diferenca também entre o
tratamento quimico e os trés tratamentos bioldgicos. Apesar do controle quimico
ter sido mais efetivo, o tratamento da colonizagdo do filoplano com o
actinomiceto SON-17, o tratamento de microbiolizacdo de sementes com o
actinomiceto RD-01 e a utilizagdo, a0 mesmo tempo, dos dois tipos de
tratamento biol 6gico mostram suas potencialidades, diferindo estatisticamente do
controle, como medida passivel de utilizagdo em procedimentos de manejo

integrado.
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Baseado nos dados observados, o actinomiceto SON-17, usado como
residente do filoplano, pode estar atuando diretamente sobre os patdgenos,
através da acdo de antibiose, bem como agindo por competicdo por espaco,
nutrientes e nicho (Kohl & Fokkema, 1998) ou parasitismo (Micheref et a.,
1993), sendo mais eficiente na reducéo da incidéncia de pinta-preta (Alternaria
solani) do que de mela (Phytophthora infestans).

No caso do antagonista RD-01, usado para microbiolizagdo de sementes,
pode-se supor que, entre 0S possiveis mecanismos de acdo exercido pelo
actinomiceto na reducdo da percentagem da area foliar lesionada, estdo
provavelmente intitulados, na indugcdo de resisténcia mediada pelo antagonista
(Schonbeck & Dehne, 1986; Van Loon et al., 1998), bem como a acdo de
substéncias antimicrobianas produzidas pelo mesmo, agindo diretamente no
ponto de infeccdo do patdgeno pela absorcdo e transocamento pela raiz
(Romeiro, 1999), ou ainda se comportando endofiticamente (Hallmann et al.,
1997; Lamb et al., 1996; Sardi et al., 1992).

Devido a reducéo aparente da taxa de progresso das doencas nos dois
patogenos investigadas, o desempenho dos antagonistas pode ser melhorado
através de uma possivel acdo conjunta entre os tratamentos biol6gico e quimico,
havendo, com isto, a possibilidade de se tornar plausivel a reducéo do nimero de
aplicacoes de produtos quimicos atraves do uso compativel com aimplantacéo de
agentes biol6gicos no campo, ndo afetando a produtividade, diminuindo o custo
de producé&o e o impacto ambiental.

Considerando a capacidade dos actinomicetos em promoverem O
crescimento de plantas de tomateiro em campo, ndo foram observadas diferencas
estatisticas no que se refere a época de florescimento, a altura de plantas, ao
numero de folhas, ao niUmero total de fruto por planta e produtividade.

Especula-se que, devido ao inicio da epidemia de mela do tomateiro no
principio do florescimento das plantas, esta doenca foi capaz de afetar
consideravelmente o desenvolvimento e a produtividade, subjugando qualquer
ponderacdo a respeito de provavels habilidades concedidas pela interacéo

rizobactéria-planta na promoc&o de crescimento.

70



Contudo, pelos dados analisados neste trabalho, s80 necessarias
investigacoes mais detalhadas a respeito dos actinomicetos RD-01 e SON-17
como provaveis agentes de biocontrole de doengas do tomateiro em campo e suas
limitagBes no que tange a eficiéncia destes em diferentes tipos de solo, topografia

e condicdes climéticas.
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RESUMO E CONCLUSOES

Foram testados 117 actinomicetos, sendo 96 provenientes de diferentes
métodos de isolamento e 21 culturas pré-selecionadas por Moura (1996) em seu
trabalho com Ralstonia solanacearum. Esses actinomicetos foram testados in
vitro contra isolados de Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria e Alternaria solani. Observou-se que dois isolamentos
possuiam um amplo espectro de atividade, inibindo os trés patdégenos desafiantes,
e a maioria, cerca de 88 %, ndo exibiu qualquer atividade antibidtica, pelo
método analisado. Foi também testada a habilidade dos candidatos a antagonistas
em colonizar o sistema radicular de tomateiro em condi¢Bes gnotobidticas,
deparando-se com uma elevada percentagem (70 %) de cepas possuidoras desta
aptidao.

Essas caracteristicas preditam o primeiro passo para uma efetiva interacéo
entre a planta hospedeira e os microrganismos do solo, ndo sendo, portanto, uma
fase decisiva da selecdo, pois resultados ndo satisfatorios, comprovados em
laboratorio, sustentam hipoteses de manifestagbes de diferentes mecanismos de
acOes antagonisticas.

Ao utilizar dois patossistemas durante a triagem massal, em casa de
vegetacdo, foram selecionados os 7 mais efetivos, e, quando da comprovacéo da
repetibilidade e efetividade, foi selecionado um actinomiceto, RD-01, que
demonstrou tendéncia como biocontrolador, reduzindo o nimero de lesdes por
planta, sobressaindo-se aos demais. Esse antagonista mostrou sua amplitude ao
reduzir, em nivel de significancia, o nUmero de lesdes incitadas por diferentes
patogenos foliares, mas ndo foi efetivo em reduzir sintomas incitados por
Ral stonia solanacearum.

Segundo dados observados a respeito da promocao de crescimento, pode-
se concluir que a agdo antagonistica de um agente de biocontrole ndo esta

relacionada, conclusivamente, com a ascensdo direta do crescimento vegetal.
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Dois actinomicetos pré-selecionados, um para microbiolizacdo de
sementes (RD-01) e outro como colonizador do filoplano (SON-17), utilizados
em campo, mostraram ser de grande incentivo em pesquisas envolvendo praticas
de manejo integrado.

Embora os resultados deste trabalho sgam um amplo estimulo a
exploragdo de actinomicetos como agentes de biocontrole de enfermidades do
tomateiro, ha, antes de tudo, a necessidade de aprofundar conhecimentos
relacionados ao estabelecimento, a sobrevivéncia, a dosagens do controlador e a
compatibilidade com produtos quimicos, que possam a ser utilizados em
conjunto dentro de um manejo ecologicamente mais correto, sem ocasionar 6nus

ao produtor.
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