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MATES, Aveline de Paula Kuyat. Mecanismos de controle da mancha bacteriana do
tomateiro exercidos por rizobactérias 2017. 54 p. Dissertacdo de Mestrado em Agronomia-

Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, 2017.

RESUMO

O cultivo do tomate e seu processamento estdo concentrados no Sudeste, Centro-oeste e
Nordeste. Dentre as doencas que acometem a tomaticultura nacional, a mancha bacteriana é
uma das mais importantes. A mancha bacteriana é causada por quatro diferentes espécies de
bactérias do género Xanthomonas. Seu controle é dificil, havendo perspectivas do uso de
microrganismos antagénicos, ja que medidas convencionais ndo apresentam eficiéncia
satisfatdria. O uso de bactérias do género Bacillus spp. e géneros relacionados é uma das
alternativas viaveis no controle de doencas e na reducdo ou substituicdo do uso de defensivos
quimicos no controle de doencgas de plantas. Diante disso o objetivo do trabalho foi definir
por quais meios, os isolados previamente selecionados de ThiobacUlus sp. e Bacillus spp.,
promovem o controle da mancha bacteriana do tomateiro. Foram testados 7 isolados de
Bacillus spp. e | isolado ThiobacUlus sp. previamente selecionados. Os isolados GFI93,
GF203, GF264, GF267, GF271, GF434, GF435 e GF451 foram submetidos a ensaios com
fontes Unicas de carbono para verificagcdo de sobreposi¢do de nicho, antibiose por difusdo em
meio de cultura, producdo de siderdforos, influéncia nos niveis de severidade, teor de clorofila
e na atividade da enzima peroxidase (PO) e polifenoloxidase (PPO) na planta. Nos ensaios in
vitro, os isolados GF203, GF264, GF267 e GF451 inibiram o desenvolvimento de X.
perforans por antibiose. Os isolados GF193, GF203, GF264, GF267, GF271, GF435 e GF45!
foram capazes de produzir sider6foros. O isolado GF267 foi capaz de competir por fontes
carbonos contra X. perforans. No ensaio in vivo, 0 isolado GF267 foi o mais eficiente em
reduzir a severidade da mancha bacteriana quando dispensado em folhas e raizes das plantas.
As atividades da PO e PPO foram maiores aos 3 e 5 dias ap0s a inoculagdo do patégeno para
plantas com aplicagdo de GF267, evidenciando que este é capaz de induzir resisténcia
sistémica em tomateiro. O antagonista também foi capaz de aumentar o teor de clorofila nas
plantas nos estadios iniciais de desenvolvimento da doenca quando dispensado via solo.
Conclui-se que GF267 (B. methylotrophicus) foi o mais promissor, atuando no controle da
mancha bacteriana do tomateiro por meio de antagonismo direto e indugdo de resisténcia.

Palavras chave: Controle biolégico. Solanum lycopersicum. Xanthomonas perforans.



MATES, Aveline de Paula Kuyat. Control mechanisms of bacterial spot of the tomato
exerted by rhizobacteria 2017. 54 p. M. S. Dissertation in agronomy-Universidade Federal
de Roraima, Boa Vista, 2017.

ABSTRACT

Tomato cultivation and processing is concentrated in the Southeast. Midwest and Northeast
brazilian states. Among diseases that affect the culture, the bacterial spot is one of the most
important. The bacterial spot is caused by four different species of bacteria belonging to
Xanthomonas. Its control is difficult, with perspectives of the use of antagonistic
microorganisms, since conventional control measurements do not present satisfactory
efficiency. The use of bacteria of the genus Bacillus spp. is one of the viable alternatives in
the control of diseases and in the reduction or substitution of the use of agrochemical products
in the control of plant diseases. Therefore, the objective of this research was to define by the
capability and the mechanisms that previously selected isolates of Thiobacillus sp. and
Bacillus spp. promote the control of the bacterial spot of the tomato. Seven previously
selected isolates of Bacillus spp. and one isolate Thiobacillus sp. (GF 193, GF264, GF267,
GF267, GF271, GF434, GF435, and GF451) were tested with single carbon sources to verify
niche overlap, antibiosis, siderophore production, capability to control the bacterial spot,
enhancement of the chlorophyll content, and resistance induction. On in vitro assays, the
isolates GF203, GF264, GF267 and GF451 inhibited the development of A, perforans.
Isolates GF 193, GF203, GF264, GF267, GF271, GF435 and GF451 were able to produce
siderophores. The GF267 isolate was able to compete for carbon sources against X. perforans.
On in vivo assays, the GF267 isolate was the most efficient in reducing the severity of
bacterial blight both dispensed on leaves and plant roots. The peroxidase and
polyphenoloxidase activities of were increased at 3 and 5 days after inoculation of the
pathogen on plants with application of GF267, evidencing this strain is able to induce
systemic resistance in tomato. The antagonist was also able to increase the chlorophyll
content on plants in the initial disease development period by root colonization. It was
concluded that GF267 (B. methylotrophicus) was the most promising strain on the control of
the bacterial spot of the tomato by direct antagonism and resistance induction.

Key words: Biological control. Solanum lycopersicum. Xanthomonas perforans.
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I INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), é uma cultura cultivada amplamente no Brasil
e no mundo e é originario da espécie andina 5. lycopersicum variedade cerasiforme, que
produz fruto do tipo cereja (QUEZADO-DUVAL et al., 2004; ARAUJO et al., 2016).

Entre as principais hortalicas produzidas no pais, o tomate vem se destacando ao longo
dos anos. Em marco de 2016 a producdo ultrapassou 3,5 milhdes de toneladas com
produtividade média de 64 toneladas/ha e area plantada de 56 mil ha (IBGE, 2016). Dentre as
doencas que incidem na cultura, a mancha bacteriana ¢ uma das mais importantes,
principalmente para o segmento de processamento industrial. Esta doenca é causada por 4
diferentes espécies de bactérias do género Xanthomonas, sendo as mais predominantes no
Brasil as espécies X. perforans e X. gardneri (ARAUJO et al., 2011).

A mancha bacteriana é de dificil controle e alguns fatores contribuem para isso, tais
como: eficiéncia varidvel do controle quimico, com poucos produtos registrados para esse
fim; indisponibilidade de cultivares com resisténcia a doenga; rapida disseminacdo nas
lavouras em condigBes favoraveis e transmissdo por sementes contaminadas (QUEZADO-
DUVAL & LOPES, 2010). Os prejuizos causados pela doenca sdo a reducao da produtividade
causada pela necrose foliar, com consequente reducdo da superficie fotossintetizante e queda
de flores e frutos em formacgdo. No tomate rasteiro, a reducdo da area foliar expde os frutos a
gueima pelo sol (escaldadura), o que afeta diretamente a qualidade dos frutos (LOPES &
QUEZADO-DUVAL, 2005).

Tradicionalmente, o controle quimico da mancha bacteriana tem sido feito com
antibioticos e produtos a base de cobre. No entanto, com o0 uso continuo desses produtos pelos
agricultores, populacdes de bactérias resistentes podem surgir, contribuindo para a
ineficiéncia desses produtos (SILVA et al., 2013). O menor nimero de principios ativos
registrados para controle de doengas bacterianas é responsavel pela maioria dos agrotoxicos
aplicados indevidamente (BETTIOL, 2009).

Em relacdo a resisténcia genética, ndo existem no mercado variedades comerciais de
tomate com resisténcia a mancha bacteriana (QUEZADO-DUVAL et al., 2014). Este fato,
aliado coma pouca disponibilidade de produtos eficazes, tem propiciado a busca por
alternativas de controle para a doenca (NASCIMENTO et al.,, 2013). Assim, o controle
biolégico tem se tornado uma opg¢do para o controle da mancha bacteriana e muitos trabalhos
tém obtido resultados positivos no controle da doenga, com destaque para a utilizacdo de

bactérias que também sdo promotoras de crescimento (BYRNE et al., 2005; JI et al., 2006;
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R.OBER. | S et ah, 2008; LANNA FILHO et al.. 2010). Frente a uma demanda cada vez maior
de produtos biolégicos e de modos mais eficazes no controle da mancha bacteriana do
tomateiro. Devido a isso, 8 isolados de bactérias previamente selecionadas foram cedidas
pela empresa do ramo agricola, Grupo Farroupilha em parceria com o Instituto Federal
Goiano, para que se tosse definida a capacidade de controle e os meios pelos quais isolados

de rizobactérias promovem o controle da doenga, sendo este 0 objetivo da presente proposta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Identificar isolados de rizobactérias capazes de controlar a mancha bacteriana do tomateiro

causada por Xcmthomonasperforons por meio de diferentes modos de acéo.

2.2 Objetivos Especificos:

» Definir quais propriedades antagonisticas a X. perforons os isolados de

Thiobacillus sp. e Bacillus spp. apresentam;

e Definir a capacidade dos isolados selecionados de Thiobacillus sp. e Bacillus spp.

em induzir resisténcia sistémica em plantas de tomateiro;

» Determinar a capacidade de Thiobacillus sp. e Bacillus spp. em n&o permitir

reducdo do teor de clorofila em tomateiro com mancha bacteriana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cultura do tomate

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais cultivadas no mundo,
estando presente na culindria de diversos paises. Esta espécie foi introduzida no Brasil por
imigrantes europeus no século XIX, tendo como centro de origem a Costa Oeste da América
do Sul (FILGUEIRA, 2001). O tomateiro é cultivado de duas formas de acordo com sua
finalidade, podendo ser para o consumo in natura (de mesa), cultivado estaqueado e o para
processamento industrial cultivado rasteiro (CAMARGO et al., 2006).

No ano de 2016, o Brasil teve um total de 55.745 mil hectares plantados da cultura

com uma producdo de 3.545.760 toneladas, sendo no Sudeste a maior concentragdo da &rea
plantada de tomate com 26.646 mil hectares seguidos do Centro Oeste com 9.421 mil hectares
e Nordeste com 9.504 mil hectares. A regido Norte apresentou uma producdo de 14.060
toneladas, sendo o estado do Para e Roraima os maiores produtores (IBGE, 2016).
Roraima, nos ultimos anos apresentou um aumento da area cultivada e na producgdo de tomate,
0 que permitiu ao Estado reduzir a dependéncia do produto vindo do mercado externo
(HALFELD-VIEIRA et al., 2006). No ano de 2016 o Estado se destacou como o segundo
maior produtor de tomate da regido Norte (IBGE, 2016).

A tomaticultura tem forte relevancia econémica no agronegdcio brasileiro, pois
movimenta uma cifra anual superior a R$ 2 bilhdes, cerca de 16% do PIB gerados pela
producdo de hortalicas no Brasil. Os estados de S&o Paulo e Goids e Minas Gerais sdo
responsaveis pela metade do valor gerado, segundo a Associacdo brasileira do comércio de
sementes e mudas (ABCSEM, 2012).

3.2 Perdas na Producdo de Hortalicas por Doencas Bacterianas

A medida que a agricultura se esforca para apoiar a crescente populacdo mundial, as
doencas das plantas reduzem a producdo e a qualidade das culturas de alimentos, fibras e
biocombustiveis. As perdas podem ser catastréficas ou cronicas, mas em média representam
42% da produgéo das seis culturas alimentares mais importantes (GUEST, 2015).

Em todo o mundo, acredita-se que as doengas das culturas reduzem a produtividade

agricola em mais de 10%, equivalente a meio bilhdo de toneladas de alimentos por ano
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(DAVINDER et al., 2012). H& um grande nimero de doencas bacterianas no cultivo de
hortalicas no Brasil, que limitam a producédo e qualidade do produto para a comercializacéo e
consumo, tendo o seu controle dificultado pela alta adaptabilidade desses microrganismos
(BER1AM, 2007; BARROSO, 2016).

As doencgas bacterianas ou bacterioses sdo responsaveis por grandes perdas ao
tomateiro. Seu controle é dificil e requer medidas preventivas, ja que poucos Sa0 0S recursos
disponiveis para o controle p6s-ocorréncia da doenga na lavoura.

Os danos causados por estas doencas podem variar de uma discreta mancha nas
folhas até a desfolha quase completa da planta, com impactos na fotossintese e na produgéo.
Quando presentes, as lesdes no fruto reduzem a comercializagdo tanto para o mercado in
natura ou processamento industrial. A desfolha expde o fruto, resultando em escaldadura,
podendo se desenvolver podriddes secundarias.

O manejo das doengas bacterianas do tomateiro deve ser de forma preventiva e
comecar bem antes do transplante. As condi¢Ges humidas no dossel da planta devido a chuva,
ao orvalho, & umidade elevada ou a irrigacdo dao as bactérias um ambiente apropriado para o
seu desenvolvimento. Cada patégeno tem um intervalo de temperatura ideal, sendo as
interacbes de temperatura e espécies bacterianas componentes de patogenicidade
significativas, fora desta escala 6tima de temperatura e umidade, sua multiplicacdo e nivel de
infeccdo consequentemente é menor (QUEZADO-DUVAL et al., 2004; ARAUJO et al,
2011).

Durante o periodo chuvoso de verdo, é fundamental que o produtor de hortalicas
adote, de maneira integrada, uma série de medidas que previnam 0s impactos negativos na
producdo, incluindo o manejo cultural, bem como o uso de variedades mais rasticas, com o0
maior numero possivel de fatores de resisténcia genética e melhor tolerancia ao excesso de
umidade (REIS e BOITEUX, 2012). No trabalho feito por Quezado-Duval et al. (2014), foi
observado reducdo de produtividade de 40% em plantas de tomate. E comum o relato de
perdas de até 100% para algumas bacterioses como a mancha bacteriana do tomateiro,
relatado por Reis e Boiteux (2012), ja que grandes danos, por vezes, ndo compensam O0S

custos com a colheita dos frutos.

3.3 Mancha Bacteriana

A mancha bacteriana do tomateiro é causada por uma ou mais espécies pertencentes

ao género Xanthonwnas, que sdo: X. vesicatOria, X. euvesicatoria, X. perjorans e X. gardneri,
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(JONES et al., 2004) todas estas de ocorréncia no Brasil, sendo a mais predominante no pais a
espécie X. perforans e X. gardneri, tendo a temperatura papel importante na determinacdo de
qual espécie prevalecera em determinada regido (ARAUJO et al., 2016).

A mancha bacteriana foi observada pela primeira vez em tomate na Africa do Sul em
1914 (RITCHIE, 2000 apud BALBI-PENA, 2013). No Brasil a doenca foi relatada pela
primeira vez em 1959 em municipios do estado de Sdo Paulo (RODRIGUES NETO et al,,
1984) e se tornou uma das mais importantes doencas da cultura do tomateiro no pais (LOPES
& QUEZADO-SOARES, 1997).

A introducdo do patégeno em novas regifes é facilitada pelo fato de que as espécies
gue causam a doenca (VAUTERTN et al., 1995; JONES et al., 2004) podem ser transmitidas
por meio de sementes, que configura um dos principais mecanismos de sobrevivéncia e
disseminacdo do patégeno (CARMO et al, 2004; SILVA et al, 2013). Bactérias
fitopatogénicas transmissiveis por sementes podem estar associadas as sementes de diferentes
formas: aderidas aos tricomas, ao tegumento ou embrido e, ou sob o tegumento e serem
eficientemente transmitidas para as plantas em condic¢des de viveiro ou campo (ROMEIRO,
2005; SILVA et al., 2013).

As condicOes ideais para ocorréncia de epidemias da mancha bacteriana séo
temperaturas entre 22 e 28 °C e umidade relativa entre 95 e 100%, associada com presenca de
agua livre sobre os tecidos (LOPES e SANTOS, 1994). A mancha bacteriana é mais severa
em locais onde ocorrem chuvas associadas a ventos fortes, segundo Barreto e Scaloppi
(2007), caracteristicas das chuvas torrenciais em regides tropicais. O patégeno pode
sobreviver em restos de cultura e em outras plantas hospedeiras. Em estudos feitos por Araujo
(2010), demonstrou que na menor temperatura (20° C), a X. gardneri apresentou maior
severidade que X. perforans, ja para a maior temperatura (30° C), X. perforans foi quem se
destacou como a espécie de maior agressividade. Este resultado indicou que a temperatura
exerce papel importante na determinacdo de qual espécie serd prevalecente numa determinada
regido.

Os sintomas da mancha bacteriana podem ser facilmente identificados, pelo
encharcamento do tecido foliar, que adquire coloragdo verde-escura nos sitios de infecgo,
sendo comum o inicio do desenvolvimento das lesdes a partir dos bordos foliares. As lesGes
avancam rapidamente em direcdo ao centro progredindo para uma queima severa, podendo
apresentar halo amarelado em torno do tecido necrosado. Com o progresso da doenca, ocorre
seca das folhas e, posteriormente, desfolha, reduzindo consideravelmente a produtividade. Ao

atingir os feixes vasculares a bactéria causa infeccdo sistémica, podendo ocasionar necrose
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severa em ramos e, ocasionalmente, até a morte da prépria planta (RITCHIE, 2000 apud
BALBI-PENA, 2013).

As manchas em frutos de tomate podem atingir cerca de 0,5 cm e iniciam como areas
encharcadas de cor verde palido, tornando-se, eventualmente, elevadas, marrons (castanhas) e
asperas. Essas manchas podem servir de pontos de entrada para infeccdo por fungos e outras
bactérias, que causam podriddes secundarias de frutos. Os agentes causais da mancha
bacteriana ndo causam podriddo de frutos (RITCHIE, 2000 apud BALBI-PENA, 2013). A
bactéria penetra na planta através dos estdbmatos ou através de ferimentos provocados por
equipamentos ou tratos culturais como amarrio e desbrota (ARAUJO, 2010).

Sua disseminagdo pode ocorrer por meio de mudas contaminadas, plantas daninhas,
agua da chuva ou irrigacdo associada ao vento, pelos instrumentos de poda, colheita, ou pelo
proprio homem. O patégeno sobrevive principalmente em restos de cultura, sendo que a sua
viabilidade pode ser reduzida com o enterrio do material contaminado (SANTOS FILHO et
al., 2004).

3.4 Controle Biologico

O controle bioldgico é definido como a reducdo da densidade de inoculo ou atividades
determinantes da doenca causada por um patdgeno, por um ou mais organismos, realizado
naturalmente ou através da manipulacdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista ou pela
introducdo em massa de um ou mais antagonistas (BAKER; COOK, 1974).

O emprego de microrganismos para o controle de fitopatdgenos pode ser direto,
quando esses sdo utilizados vivos; ou indireto, através da aplicacdo de seus metabdlitos. Em
ambos 0s casos hecessita-se obter produtos que mantenham as caracteristicas responsaveis
pelo biocontrole mediante 0os microrganismos ou dos seus metabdlitos. Dessa forma, esses
produtos precisam ser adequadamente formulados para facilitar a comercializacdo, o
transporte, a aplicagdo e o0 armazenamento, sem que ocorram grandes alteracbes em suas
caracteristicas (LANNA FILHO, 2010).

O controle biolégico tem se tornado uma opg¢do para o controle de doengas de
plantas. Com relacdo ao controle da mancha bacteriana, alguns trabalhos tém obtido
resultados experimentais positivos, com destaque para a utilizacdo de bactérias promotoras
de crescimento (BYRNE et al., 2005; Jl et al., 2006; ROBERTS et al., 2008; LANNA
FILHO., 2010). Entretanto, a disponibilidade de produtos comerciais ainda é pequena.

Fora do pais, existem produtos bioldgicos avaliados para este fim, como a formulacao a
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base de Bacillus subtilis linhagem QST 713 (ROBERTS et ah, 2008), tal qual j& registrado
no Brasil para as culturas da cebola, maca e morango. Entretanto, ndo ha garantias de que o
produto serd eficiente para o controle da mancha bacteriana do tomateiro.

A atividade antagonista de um microrganismo a partir da sintese de compostos
antimicrobianos tem sido uma estratégia de sele¢do massal de antagonistas potenciais para 0
controle de fitopatdgenos. Avaliacdes in vitru e in vivo tém revelado a eficacia de espécies
relacionadas ao género Bacillus spp. na supressdo de diversos fitopatdgenos agregada a
sintese desses compostos (SANTOS, 2014). Carvalho et al.,, (2010), demonstraram a
eficiente sintese /« vitru de metabdlitos secundarios por espécies de BaciUus subtilis sob
limitacdo de oxigénio, mas na presenca de nutrientes essenciais como carbono e nitrogénio.

As plantas possuem habilidade de prevenir ou retardar o estabelecimento dos
microrganismos fitopatogénicos em seus tecidos, num processo altamente dinamico,
coordenado e dependente da existéncia de mecanismos constitutivos e/ou, pés-formados
(ALVES, 2007). As defesas pos-formadas podem ser acionadas por exposi¢do a agentes
indutores, que funcionam como eliciadores da resposta de defesa (CHOUDHARY et al.,
2007). Dos mecanismos bioquimicos pds-formados, se destacam por apresentarem amplo
espectro de acdo, a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a resisténcia sistémica induzida
(1SR), que podem ser eliciadas por microrganismos.

Além da observagdo da efetiva acdo dos antagonistas em relacdo ao controle de
doencas de plantas, torna-se necessario o estudo dos mecanismos de acdo, de modo a
estabelecer a melhor estratégia de manejo, bem como no desenvolvimento de produtos

com atuagdo em diferentes sitios.

3.5 Selecdo de Bacillus spp. com capacidade de biocontrole 7z vivo e caracteristicas de

antagonismo in vitro

As bactérias endofiticas sdo capazes de diminuir ou prevenir efeitos prejudicais de
alguns organismos fitopatogénicos, devido a acdo de mecanismo de biocontrole. Atualmente,
em todo o mundo, hd grupos de pesquisa trabalhando com busca, selecdo e teste de
organismos procariotas de modo a selecionar os mais promissores para promoc¢do de
crescimento e/ou, biocontrole de enfermidades. A acdo efetiva desses mecanismos somente é
possivel porque bactérias endofiticas e epifiticas colonizam nichos ecoldgicos similares aos
ocupados por fitopatdogenos (BERG et al., 2005; LANNA FILHO, 2011).
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As metodologias in vitro que avaliam a potencialidade antagdnica de possiveis agentes
de biocontrole ndo substituem os métodos classicos de inoculacdo na planta (ROMEIRO,
2007). Essas metodologias sdo largamente empregadas por mimetizar eventos que seriam de
dificil andlise in vivo, demonstrando resultados rédpidos e de boa reprodugdo do que
aconteceria na planta, auxiliando no processo de selecdo de agentes de biocontrole
(ROMEIRO, 2007). Dentre as metodologias empregadas destacam-se a de antibiose por
difusdo em dupla camada, producdo de compostos volateis e producdo de sider6foros
(DAVISON, 1988). A antibiose por difusdo em dupla camada é a mais utilizada para estudos
in vitro de controle biolégico (KEKESSY e PIGUET, 1970). O antagonismo acontece pela
atividade de substéncias excretadas no meio de cultura e ndo por uma possivel competicéo
entre microrganismos.

O isolamento de bactérias com potencial bioativo promissor associado a experimentos
em casa-de-vegetacdo e em campo que atestem a viabilidade do seu uso possibilitard a
obtencdo de novos agentes de biocontrole. O uso de Bacillus tem promovido o aumento de
teores clorofila a, b e total e o crescimento da parte aérea de mudas de tomateiro das
cultivares Santa Clara e Cereja (SZILAGYI-ZECCHFN et al., 2015). Este fato confirma os
beneficios que as bactérias do género Bacillus tém trazido ao longo dos anos para a
agricultura. E sabido que a clorofda é o pigmento que da cor verde as plantas sendo essencial
para a fotossintese e vida das plantas. E através da fotossintese que a planta obtém energia
para crescer, desenvolver folhas e encher grdos, sendo ainda proporcional a quantidade de
nitrogénio absorvida pela planta (ZOTARELLI et al., 2003). Assim, utilizar instrumentos para
medir o teor de clorofila, é uma forma indireta de medir a absor¢do de nitrogénio e seu estado
nutricional.

Um dos mecanismos mais importantes de controle bioldgico de doencas é por meio da
indugdo de resisténcia sisttmica (IRS). Neste tipo de controle, a penetragdo ativa do
microrganismo induz a planta a sintetizar compostos que atuam sobre o patégeno ou alteram a
morfologia vegetal (LACAVA e AZEVEDO 2014; ARAUJO et al., 2014). Estas alteracdes
morfoldgicas e fisiolégicas podem incluir aumento da parede celular por deposicao de lignina
e glucanase e aumento da espessura da cuticula, bem como a sintese de fitoalexinas,
dificultando a entrada do patdgeno e o seu desenvolvimento na planta hospedeira (PEIXOTO
NETO et al., 2003). As interacOes entre micro-organismos e plantas, permitem a exploracdo
para 0 aumento na produtividade agricola e industrial, além de um melhor entendimento da
ecologia microbiana e ambiental (OLIVEIRA, 2009).



22

O alto interesse por espécies relacionadas do género Bacillus estd ligado a sua
diversidade, seus modos de acdo e capacidade de sobrevivéncia. Essas bactérias podem exibir
quase todos os mecanismos de biocontrole e bioestimulacdo / fertilizagdo. Além disso, uma
estirpe pode muitas vezes agir através de Varios mecanismos, isto permite que estas bactérias

sejam eficazes em variedade de patégenos, plantas e condigdes ambientais (CAWOQY et al.,
2011).

4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados com 8 isolados pré-selecionados, provenientes da
colecdo do Grupo Farroupilha: Bacillus sp. (GF193), Bacillus sp. (GF203), Bacillus
methylotrophicus (GF264), Bacillus methylotrophicus (GF267), Bacillus sp. (GF271),
Thiobacillus novellus (GF434), Bacillus Jirmus (GF435) e Bacillus sp. (GF451). Os
experimentos foram realizados no laboratorio de fitopatologia e respectiva casa de

vegetacdo na Embrapa Meio Ambiente no municipio de Jaguaritna, SP no ano de 2016.

4.1 Severidade da mancha bacteriana do tomateiro e teor de clorofila em funcéo da

aplicacdo de B. methylotrophicus no filoplano

Para verificagdo da capacidade dos isolados de Thiobacillus e Bacillus spp. em
controlar a mancha bacteriana, foram preparadas suspensdes de células dos isolados GFI193,
GF203, GF264, GF267, GF271, GF434, GF435 e GF451 (As40=0,2) que foram aplicadas na
parte aérea da planta de tomateiro cv. Santa Clara com estagio de 5 folhas expandidas. Como
testemunha foi utilizada somente dgua. Apds 72 horas foi feita a inoculagdo com suspenséao de
X. perforans (A540=0, 1). A severidade foi estimada com escala diagraméatica MELLO et al.,
(1997) nos dias 6, 11, 16, 20, 22, 24 ap6s a inoculacdo (DAI) do patégeno. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, constituidos de 9 tratamentos com 7 repeticGes,
sendo cada repeticdo representada por um vaso com uma planta. Os resultados foram
analisados por meio do proc GLM do software SAS versdo 9 realizando-se comparagao entre
médias pelo teste LSD de Fisher a 5% de significancia. Para a determinacdo dos teores de
clorofila nas plantas foram realizadas 4 leituras (7, 13, 15 e 19 DAI) com o aparelho

Chlorophyll Meter, Modelo SPAD-502 Plus, Konica Minolta para cada tratamento. As
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leituras foram realizadas sempre em horarios semelhantes no periodo da manha, no foliolo
apical da primeira folha composta expandida abaixo do apice da planta. Os resultados foram
analisados utilizando-se o0s dados quantitativos representados por unidades SPAD
(MARTINEZ et al., 2017), por meio do proc GLM do software SAS versdo 9 e contraste de

médias pelo teste LSD de Fisher a 5% de significancia.

4.2 Antibiose por difusdo em dupla camada

Para avaliar a capacidade dos antagonistas em produzir metabdlitos inibitérios a X.
perforans, isolados de Thiobacillus sp. e Bacillus spp. previamente selecionados no Instituto
Federal Goiano (IFGO), foram cultivados em tubos de ensaios contendo meio de cultura
MB1 e mantidos em BOD a 25 °C + 2 °C durante 48 h. Os antagonistas foram semeados, em
pontos equidistantes, na superficie do meio MB1, em placas de Petri de 9 cm de didmetro,
seguindo-se a incubagdo por 24 h a 28°C. Decorrido este periodo, coldnias surgidas foram
expostas a vapor de cloroférmio por cerca de 4 h 30 minutos, ap6s a volatilizacdo, cada placa
recebeu sobre-camada de meio semi-sélido fundente ao qual 15 mL. Nesta camada, foi
incorporada 150 pl de meio MB1 cultivados por 48 horas em tubos de ensaio liquido,
contendo um isolado de X. perforans. Apds 48 horas foi avaliada a presenca de halos de

inibicdo, quando existentes.

4.3 Producdo de siderdforos

Foi utilizada a metodologia descrita por Schwyn e Neilands (1987), adaptada por
Felestrino (2013). Os isolados foram cultivados em meio MB1 por 48 horas em BOD. Como
controle positivo foi utilizado uma bactéria produtora de sideréforo. Apos este periodo 0s
microrganismos foram semeados em meio CAS solido e a producdo de sideréforo foi

detectada pela formagdo de um halo amarelo/alaranjado.

4.4 Selecao de estirpe tolerante de X. perforans resistente a rifampicina

Uma cultura de X. perforans foi semeada em meio MBi em doses crescentes de

antibidtico rifampicina nas concentragdes (20 40, 80, 120, 160 e 200 ppm), a cada 24 horas de
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crescimento, o patégeno foi cultivado em uma nova placa de concentragdo maior que a

anterior até atingir a concentragdo de 200 ppm de antibidtico.

4.4.1 Dinamica do antagonismo entre B. methylotrophicus e X. perforans em meio liquido

O isolado GF267 (B. methylotrophicus) e X. perforans mutante resistente a
rifampicina foram cultivados em tubos de ensaio separadamente contendo meio MBI liquido.
Ap0s 24 horas de crescimento em BOD foi retirada uma aliquota de 100 pl de cada isolado e
adicionado em um erlenmeyer contendo 200 mL de meio liquido MBI em outro erlenmeyer
foram adicionados 100 pl somente da cultura de zV. perforans usada como controle. Os
elenmeyers foram mantidos em agitacdo continua a 28° C. Apds 1, 3, 5, 7, 24 h do inicio do
experimento, foi retirada uma aliquota de 100 pl do meio contendo somente a X. perforans e
diluidos em tubos de ensaio contendo 0,5 mL de solugdo salina (NaCl 0,85%) nas seguintes
diluicbes (10*, 10% 10'4) e adicionados em placas Petri contendo meio de cultura s6lido MB |
com rifampicina (200 mg/L). Para o tratamento contendo B. methylotrophicus e X. perforans
foi efetuado 0 mesmo procedimento, utilizando-se as seguintes diluigbes (10™, 1072, 10-3).
Cada placa constituia uma repeticdo, sendo 3 repeticdes por diluicdo. Apds 48 h foi a feita a

contagem de coldnias por placa, determinando-se o nimero de ufc.mL' de X. perforans.

4.5 Capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono

A capacidade de utilizacdo de diferentes fontes de carbono foi avaliada para os
antagonistas selecionados e para X. perforans, pelo uso do kit Biolog® GN2 microplate para
A. perforans, e Biolog® GP2 microplate para GF267 seguindo as recomendagdes do
fabricante. As avaliacbes foram realizadas por meio de leitora de placas ELISA, no
comprimento de onda de 590 nm, indicando a utilizacdo de respectivas fontes de carbono
pelos isolados testados (HALFELD-VIEIRA et al., 2015). A determinagdo do nimero de
fontes de carbono utilizadas em comum pelo antagonista e pelo patégeno foi calculada pela
equacao:

NOI = NFCC/NTFOS, onde: NOI: indice de sobreposi¢do de nicho; NFCC: numero de fontes
de carbono utilizadas em comum pelo patégeno e antagonista; NTFOS: nudmero total de
fontes de carbono utilizadas pelo organismo a ser calculada a sobreposicdo. Para NOI > 0,9 o

microrganismo para o qual o indice foi calculado apresenta competéncia para sobrepor o
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nicho do microrganismo correspondente e NOI < 0,9 representa que 0 microrganismo para o
qual o indice foi calculado ndo apresenta competéncia para sobrepor o nicho do

microrganismo correspondente.

4.6 Severidade da mancha bacteriana do tomateiro e teor de clorofila em funcéo da

aplicacdo de 8. methylotrophicus na rizosfera

Em uma segunda etapa foi realizado um novo experimento em casa de vegetacdo
somente com o isolado que se destacou quando dispensado via foliar. Foi preparada uma
suspensdo de GF267 (5. methylotrophicus) com concentracdo de 5x10-7 e adicionados 8 mL
da solucdo no solo ao redor do caule de plantas em estadio de 4 folhas expandidas visando a
colonizagdo da rizosfera do tomate. No terceiro dia ap6s a inoculagdo com o B.
methylotrophicus foi pulverizada sobre as folhas das plantas uma suspensdo de X. perforans
na mesma concentracdo. Os tratamentos foram constituidos por plantas contendo: X.
perforans, X. perforans + B. methylotrophicus, B. methylotrophicus e a testemunha (4gua). A
severidade da doenga foi estimada considerando-se a porcentagem de é&rea total foliar
sintomatica na planta, efetuada com auxilio da escala diagramatica proposta por MELLO et
al., (1997). a cada dois dias ap0s a inoculagdo do patégeno. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado composto por 3 tratamentos com 7 repetiges. Os resultados foram
analisados por meio do proc GLM do software SAS versdo 9 e contraste de médias pelo teste
LSD de Fisher a 5% de signiftcancia.

Para a determinagédo dos teores de clorofila foram realizadas 4 leituras (8, 10, 12 e 33
DAI) com o aparelho Chlorophyll Meter, Modelo SPAD-502 Plus, Konica Minolta para cada
tratamento, X. perforans, B. methylotrophicus + X. perforans, controle | (B.
methylotrophicus) e controle 2 (dgua). As leituras foram realizadas sempre em horéarios
semelhantes no periodo da manha, no foliolo apical da primeira folha composta expandida
abaixo do apice da planta. Os resultados foram analisados utilizando-se os dados quantitativos
representados por unidades SPAD (MARTINEZ et al., 2017), por meio do proc GLM do

software SAS versdo 9 e contraste de médias pelo teste LSD de Fisher a 5% de significancia.

4.7 Capacidade de B. methylotrophicus em induzir resisténcia



26

Para a avaliacdo da capacidade de inducdo de resisténcia, foi preparada uma suspenséo
de B. methylotrophicus com concentragdo de 5x10-7 e adicionados 8 mL da solugdo no solo
ao redor do caule de plantas em estadio de 4 folhas expandidas visando a colonizacdo da
rizosfera do tomate. No terceiro dia ap6s a inoculagdo com o B. methylotrophicus foi
pulverizada sobre as folhas das plantas uma suspensdo de X. performs na mesma
concentragdo. Os tratamentos foram compostos por 20 repetigdes, constituido por plantas
contendo: X. performs, B. methylotrophicus + X. performs +, B. methylotrophicus e a
testemunha (&gua). Nos dias 1, 3, 5, 7 e 11 ap6s a inoculacdo do patdgeno, iniciou-se a coleta
de amostras para determinacdo da atividade da peroxidase (PO), polifenoloxidase (PPO) e

proteina total.

Figura 1. B. methylotrophicus inoculados em raizes de tomates. (A) Aplicacdo do isolado nas
raizes das plantas. (B) Plantas cobertas por sacos plasticos ap6s a aplicagdo do antagonista.

(C) Plantas de tomates apds 24 h de inoculacdo por B. methylotrophicus.

4.7 Obtencéo dos Extratos

A cada dia de coleta, uma amostra de folha de plantas diferentes, sendo quatro plantas
por tratamento por dia de coleta (1, 3, 5, 7 e 11 dias) foram utilizadas para producdo do
extrato vegetal. Cada amostra foi triturada em nitrogénio liquido, utilizando-se almofariz e
pistilo, adicionando-se ao macerado uma solucdo tampéo fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,5,
polivinilpirrolidona 1% (p/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) | mM, na proporgéo de
6 mL do tampéo de extracdo para cada grama de amostra. O preparado foi centrifugado a
20.000 gramas por 20 minutos a 4° C e os sobrenadantes, coletados, e mantidos em banho de
gelo durante os ensaios enzimaticos (BARACA1-PEREIRA et al., 2001).
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4.8 Determinacdo da atividade de peroxidase, polifenoloxidase e proteina total

A atividade da peroxidase foi determinada pela reagdo de 90 pL de solucdo tampéo
fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5), 90 pL de guaiacol 150 mmol L', 90 pL de peroxido de
hidrogénio 3 mmol L" e 10 pL de extrato. As leituras de absorbancia foram efetuadas de 30
em 30 s por 15,5 minutos a temperatura de 30° C em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 470 nM utilizando programa Magellan incorporado ao equipamento Tecan. Os
resultados da atividade enzimatica foram expressos em unidades de absorbancia mg'l tecido.
min'l (HALFELD-VIEIRA et al., 2006; ZERALK et al., 2008).

A polifenoloxidase foi determinada utilizando 200 pL de pirocatequina a 20 mM em
tampdo fosfato de s6dio 100 mM (pH 6,8) e 20 pL de extrato enzimatico. As leituras foram
efetuadas 10 em 10 segundos por 5 minutos a temperatura de 30° C em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 420 nM no programa Magellan. Os resultados da atividade
enzimatica foram expressos em unidades de absorbancia. mg".tecido, min' (DUANGMAL e
APENTEN, 1999).

Para a determinacdo do teor de proteina foi utilizada a metodologia descrita por
BRADFORD (1976). O método se baseia na ligacdo da proteina, presente no extrato vegetal,
com o reagente Bradford (Sigma B6916). A amostra foi preparada em um tubo contendo 25
pL de extrato para 1000 pL de solucdo do Bradford (Sigma B6916), na propor¢do 2:8. Foi
preparada uma solugdo com 50 pL de solucdo tampéo (pH=6,8) com 2000 pL dc solucdo do
Bradford (2:8 pL) como branco. As leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro a 595nm
entre 2 minutos e | hora. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e cada
tratamento foi composto por 15 repeticbes em que cada dia de coleta, 4 folhas de plantas
diferentes foram retiradas por tratamento e utilizada para obtencéo do extrato, sendo cada uma
folha uma repeticdo por tratamento. Os resultados foram analisados por meio do proc GLM

do software SAS versdo 9 e do teste LSD de Fisher a 5% de significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Severidade da mancha bacteriana do tomateiro em funcdo da aplicacdo de Bacillius

spp. e ThiobaciUus sp. em illoplano
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Para a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), dos 8 isolados testados
por aplicagéo foliar, somente GF267 (B. methylotrophicus) foi eficaz em reduzir a intensidade
média da mancha bacteriana, com 60% de controle. Na a avaliacdo da severidade, os isolados
GF264, GF271, GF203, GF435 e GF267 foram capazes de reduzir a mancha bacteriana em
folhas de tomateiro (Figura 2). Estes resultados juntamente com os obtidos in vitro deram
base para uma segunda avaliagdo em casa de vegetacdo, utilizando apenas o isolado GF267
que foi dispensado via raiz. Em trabalho feito por Ferraz et al. (2015), a severidade final e
AACPD foram significativamente reduzidos com o uso de B. cereus contra a mancha
bacteriana do tomateiro. Estes resultados obtidos a partir da investigacdo da intensidade da
doenca revelam que B. cereus pode induzir resisténcia em plantas de tomate contra mancha

bacteriana.

Figura 2. Severidade aos 18 dias apds a inoculagdo com X. perforans (A) e AACPD (Area
abaixo da curva de progresso da doenga) em plantas de tomateiro (B), colonizadas via foliar
com um isolado de Thiobacillus sp. e 7 isolados de Bacillus spp.. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem pelo teste de LSD de Fisher a 5%. (*) Tratamento significativo

conforme o teste Dunnett (5%).

5.2 Antibiose por difusdo em dupla camada e em meio liquido
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Os isolados de Bacillus spp. GF264 (0,8 cm), GF267 (0,8 cm), GF203 (0,5 cm),
GF451 (0,9 cm) apresentaram halo de inibigdo conforme a Figura 3. Os isolados GF193,
GF435, GF271 e GF434 nédo apresentaram zona de inibicdo contra a X. perforans. Os halos
de inibicdo ocorrem por meio da producdo de substdncias antimicrobianas ou qualquer
composto metabolizado pelo microrganismo capaz de matar ou inibir o crescimento ou
reproducdo de microrganismo fitopatogénico (GRIFFrN, 2014). A sensibilidade aos
compostos produzidos pelos biocontroladores pode variar em fungdo do isolado patogénico
(ROCHA et al.,, 2013). No trabalho realizado por Monteiro et al., (2005), a inibi¢do do
crescimento da X. campestris pv. se deu por quatro isolados de Bacillus testados, B. subtilis,
B. megatarium pv. cerealis, B. cereus e B. megaterium. Lanna Filho et al., (2010)
comprovaram com seus resultados que os microragnismos Bacillus pumilus, Paenibacillus
macerans inibiram o crescimento de Xanthomonas vesicatéria e Alternaria solani testada in
vitro. Os dados obtidos reforcam a premissa de que bactérias pertencentes a este género sao
promissoras em produzir compostos antimicrobianos para diversos fitopatdgenos, podendo

atuar no biocontrole por meio de antibiose.

Figura 3. Antibiose dos isolados de Thiobacillus sp. e Bacillus spp. contra Xathomonas
perforans. GF193 - Bacillus sp., GF451- Bacillus sp., GF267 - B. methylotropicus, GF435 -
B.firmus (A), GF264 - B. methylotropicus (B), GF203 - Bacillus sp. (C).

No tratamento controle onde havia somente o patdgeno, as coldnias se mantiveram
em crescimento exponencial até as 24 horas, enquanto no tratamento com o Bacillus + X.

perforans a contagem de coldnias s6 foi possivel nas primeiras 3 h (Figura 4).
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Figura 4. Crescimento de X. perforans em meio liquido quando crescida concomitantemente
com o isolado de B. methylotrophicus ou na auséncia deste. Dados de ufc.mL' transformados

para Ln.

Apos 5 h de cultivo concomitante do antagonista e patbgeno no mesmo substrato, as
células de X. perforans adicionadas ao meio perderam totalmente a viabilidade. A antibiose
em meio de cultura liquido confirmou o resultado obtido no ensaio de antibiose por dupla
camada, demonstrando uma rapida capacidade da producdo de substancia inibitoria ao
crescimento de X. perforans e de matar as células do fitopatdgeno.

No trabalho feito por Lanna Filho et al., (2010), pode se verificar que dois isolados de
Paenibacillus macerans e Bacillus pumilus, residentes de filoplano de tomateiro, foram
capazes de reduzir a severidade da mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) e da pinta-
preta (Alternaria solani) por antibiose.

Abdalla et al. (2014), encontraram vinte e sete isolados de Bacillus com capacidade
antagbnica contra o fitopatogeno A. alternata. Devido a producdo de compostos
antimicrobianos. As espécies de Bacillus também apresentaram a¢do antagdnica contra fungos
fitopatogénicos (ANGONESE et al., 2009; DALAL e KULKARNI 2013).

A espécie Bacillus subtilis é conhecida por produzir diversos lipopeptidios de
caracteristicas bioldgicas com atividades antimicrobiana, como surfactina, fengicina, iturina,
mersacidina e bacilomicina (CHUNG et al. 2008), enquanto os isolados de Bacillus
circulans produzem circulocina, que apresenta acdo antibidtica em bactérias Gram positivas

Essas duas espécies, frequentemente, sdo relatadas como agentes promotores de crescimento
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dc plantas (K.UMAR et al. 2012), indutores de resisténcia (PIETERSE et al. 2014) e agentes
de biocontrole de fitopatégenos (LI et al. 2012, ZHAO et al. 2013). Carrer Filho et al. (2015),
obtiveram resultados com isolados de Bacillus sp. que produziram in vitro substancias
sollveis com acdo inibitdria ao crescimento de propéagulos de trés ragas fisioldgicas
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, causador da murcha de fusario em tomateiro.

Os isolados de Bacillus spp. que apresentaram inibi¢do patdgeno in vitro destacaram-
se na supressdo da doenca in vivo quando dispensados nas folhas, o que reforca a hipétese da

acdo de substancias antimicrobianas contribuindo para o biocontrole.

5.3 Capacidade de Metabolizar Diferentes Fontes de Carbono

Para 0o metabolismo de diferentes fontes de carbono foi constatado que X. perforans
foi capaz de utilizar 78% das fontes carbono, enquanto o B. methylotrophicus usou 81% das
fontes. Entre as fontes, para aminoacidos e alcoois os indices de sobreposi¢do de nicho foram
iguais ou maiores que 0,9 considerando tanto a sobreposi¢do do antagonista sobre o patdégeno
guanto vice-versa, indicando que ambos sdo capazes de competir de forma equivalente por
estes mesmo elementos, sem evidéncia de vantagem competitiva por B. methylotrophicus ou
X. perforans especificamente (Tabela 1). Desta forma, infere-se que aquele que se estabelecer
primeiro no filoplano podera ter uma vantagem sobre o outro, por meio da exclusdo prévia de
nicho (HALFELD-VIEIRA et al., 2015). De forma geral observa-se equilibrio entre ambos
em relacdo a competicdo por nutrientes e que o isolado testado apresentou potencial de
competicdo com o patdégeno por alguns elementos.

O controle biolégico pode ocorrer principalmente devido a atuacdo direta sobre o
patbgeno no interior da planta hospedeira, por antagonismo, e/ou por competi¢do por
nutrientes (LACAVA e AZEVEDO 2014, ARAUJO et al., 2014). Bacillus subtilis é um
microrganismo competidor por fontes de nutrientes e espaco segundo Lanna Filho (2010).
Carvalho et al. (2008), demonstraram que o isolado de Bacillus sp. € versatil em utilizar

diversas fontes de carbono, porém com atividade variavel de acordo com cada fonte.
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Tabela I. indices dc sobreposicdo de nicho (NOI) dos isolados B. methylotrophicus c X.

perforons.

indice de sobreposicdo de nicho

Fontes de Carbono Bac/Xp Xp/Bac

Totais 0,8 0,8
Carboidratos 0,8 !
Aminoéacidos 0,9 0,9

Ac. Organicos 0,8 0,8
Alcoois | 1
Amidas e Aminas 0,5 !

(NOI) < 0,9 néo representa sobreposicao de nicho de um microrganismo sobre o outro.

(NQI) > 0,9 representa sobreposicdo de nicho de um microrganismo sobre o outro.

5.4 Producéo de sideroforos

Para os 8 antagonistas, apenas Thiobacillus novellus (GF434) ndo apresentou
capacidade de producdo de sider6foro. Os isolados Bacillus methylotrophicus (GF264),
Bacillus firmus (GF435), Bacillus methylotrophicus (GF267), Bacillus sp. (GF271),
Bacillus sp. (GF193), Bacillus sp. (GF203) e Bacillus sp. (GF451) apresentaram variacdo
na intensidade do halo no meio CAS agar. A bactéria X. perforans também foi capaz de
produzir sideréforo no meio. O isolado GF267 (Bacillus methylotrophicus) apresentou
coloracdo amarelo-alaranjada mais intensa em meio que os demais. O método para deteccdo
da producdo de sideroforos, desenvolvido por Schwyn & Neilands (1987) se baseia no
principio de que o complexo cromo azurol + ferro, assume originalmente a colora¢do azul
escura quando adicionado em meio de cultura. Quando retirado deste complexo o ion ferro
pelo sideréforo, o corante cromo azurol muda de coloragdo, tendendo para o amarelo-
alaranjado (Figura 5). Bactérias do género Bacillus sdo metabolicamente versateis, o que
permite a sintese de uma ampla variedade de compostos bioativos estruturalmente complexos,
a exemplo dos policetideos, lipopeptideos, sideréforos e peptideos (HAMDACHE et al.
2011) de grande aplicabilidade biotecnoldgica.
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Figura 5. Placas de Petri contendo meio CAS agar, mostrando a producdo de sideroforo por

Bacillus sp.

Alguns trabalhos mostram que a excre¢do de sideroforos por bactérias da rizosfera
pode estimular o crescimento de plantas, melhorando sua nutricdo ou pode inibir o
estabelecimento de patégenos de plantas, pelo sequestro de ferro do meio ambiente. A
competicdo por ferro, mediada pela producdo de sider6foro, € considerada como um
mecanismo importante no biocontrole de patégenos (WELLER, 1988, BENEDUZ1 et al.,
2012). E ressaltado por Ocampos, (2010) que a competicdo por ions ferro é mais importante
em ambientes onde o elemento encontra-se em baixa disponibilidade ou quando o elemento
quimico esta em sua forma reduzida. Tanto rizobactérias como residentes de filoplano
produzem em sua maioria, sideroforos. Esses compostos estdo muitas vezes envolvidos no
controle de organismos causadores de doengas em plantas (BARRA et al., 2008). Szilagyi-
Zecchin et al. (2015) demonstraram através de seus estudos que a bactéria Bacillus
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42, produtora de compostos indélicos e sideroforos,
aumentou os teores clorofilaa,be total e promoveu o crescimento da parte aérea de mudas de
tomateiro das cultivares Santa Clara e Cereja.

O ferro € um mineral essencial a vida e, apesar de abundante na natureza, ndo esta
prontamente disponivel e assimilavel pelos organismos vivos. A concentragdo disponivel no
meio para a maioria dos microrganismos nao é maior que 10-'8 M, sendo que a maioria deles
necessita concentraces de pelo menos 10~3 M (VIANA et al., 2013). A disponibilidade de
ferro no substrato é determinante para a maioria dos microrganismos, cuja multiplicagdo e
crescimento podem ser limitados em determinada microbiota; portanto, aguele microrganismo
que for capaz de sequestrar o ferro do substrato, tomando esse meio mais pobre na forma

disponivel desse elemento, terd& uma vantagem adicional na competicdo com outros
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microrganismos, traduzindo-se tal atividade em importante mecanismo de antagonismo
(ROMEIRO, 2007; VIANA et al,, 2013).

5.5 Teor de clorofila e severidade da mancha bacteriana do tomateiro em funcéo da

aplicacédo de B. methylotrophicus em rizosfera

A colonizagdo de raizes por isolado GF267 (B. methylotrophicus) proporcionou a
diminuicdo da severidade da doenca nas folhas, ocorrendo nos 5 primeiros dias apds a
inoculagdo com o patégeno (Figura 6). Esta redugdo corrobora com a observacdo do aumento
da atividade de enzimas indicativas de inducdo de resisténcia, conforme demonstrado no
experimento em que se quantificou a atividade de PO e PPO. A resposta da planta antes da
inoculacdo do patdgeno interfere no processo de infeccdo nos primeiros 5 dias apos a
inoculagcdo com X. perforans. Apés este periodo, os niveis de severidade atingiram niveis
similares ao do tratamento em que as plantas foram somente inoculadas com X. perforans
(Figura 7), indicando ser necesséaria uma nova aplicacdo ou a necessidade do desenvolvimento

de formulagdes que permitam um melhor estabelecimento do antagonista nas raizes da planta.

Figura 6. Severidade da mancha bacteriana em plantas de tomateiro aos 7 dias apds
colonizagdo da rizosfera com B. methylotrophicus e 5 dias apds a inoculagdo com X.
perforans (A) e aos 5 dias apds a inoculagdo com X. peforans em plantas ndo colonizadas com

B. methylotrophicus (controle) (B).
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A resposta da planta inoculada com B. methylotrophicus envolve ativacdo da
transcricdo de numerosos genes relacionados a defesa, abertura de canais de ions,
modificacBes do status de fosforilagdo das proteinas e ativacdo de enzimas pré-formadas para
realizar modificacdes nos metabolismos primario e secundario das plantas (GUIMARAES,
2013). O controle de doencas causadas por fitopatdgenos no solo pela colonizagdo das raizes
das plantas por rizobactérias pode ocorrer diretamente, por meio de competi¢cdo por espago,
nutrientes e nicho ecoldgico ou pela producdo de substdncias antimicrobianas (HAAS e
DEFAGO, 2005). Naue et al. (2014), Moss et al. (2007) e Aysan et al. (2003), em estudos
verificaram que isolados de Bacillus sp. Também proporcionaram reduc¢do da intensidade de

doencas bacterianas do tomateiro.

_o_Xp
—»-B+Xp

Figura 7. Severidade da mancha bacteriana do tomateiro em plantas com raiz colonizada por
B. methylotrophicus e inoculadas com X. perforons (B+Xp) e somente inoculadas com X.

perforons (Xp). (*) severidade significativamente menor conforme o teste t a 5%.

O teor de clorofila foi maior nos tratamentos colonizados via raiz com o isolado de B.
methylotrophicus aos 8 dias ap0s a inoculacdo (DAI). Aos 10 e 12 (DAI), somente as plantas
colonizadas com B. methylotrophicus e ndo inoculadas com X. peforans mantiveram teores
significativos de clorofila acima dos demais. O tratamento controle 2 (agua) manteve o0s

niveis de clorofila aproximadamente estaveis ao longo do tempo (Figura 8). O progresso da



36

doenca fez com que houvesse uma diminuicdo nos teores de clorofila, devido a necrose e
mudanca de coloragdo nos pontos das manchas, aparecendo algumas perfuracBes nos
foliolos, (tipico de lesbes ocasionadas por X. perforans) onde havia os sintomas. Quando o
antagonista foi dispensado por meio de pulverizacdo foliar ndo houve incremento
significativo do teor de clorofila (dados ndo apresentados).

Araljo e Carvalho (2009) observaram que o tomate, cultivar Santa Clara tratados com
Bacillus subtilis aplicados via raiz, influenciou no crescimento das plantas em variaveis como
producdo de biomassa da parte aérea, massa total de frutos e nimero de frutos maduros. Lima
(2010) observou que a inoculagdo de Bacillus subtilis em sementes de milho, proporcionou o
aumento do teor de clorofila, acimulo de nitrogénio nos vegetais. Corréa et al., (2010)
demonstrou que o isolado de B. subtilis em solucdo nutritiva teve um efeito positivo no
aumento da massa, no numero de folhas e no teor de clorofila das plantas de alface em cultivo
hidropdnico e que na presenga do patdgeno os indices de clorofila diminuiam com o aumento
da doenca, da mesma forma que observado neste trabalho. Os resultados indicam que B.
methylotrophicus pode compensar, por certo periodo, a reducdo do teor de clorofila em
plantas com a incidéncia da doenca e que sua utilizacdo em condicGes de ndo ocorréncia de
doenca pode ter um efeito de promogéo de crescimento, fato este a ser verificado futuramente

em condic¢Bes de campo.
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Figura 8. Teor de clorofila (unidades SPAD) em folhas de tomate, inoculadas com X.
perforans (X.P), B. methylotrophicus + X. perforans (B+X.p), B. methylotrophicus (Bacillus)
e Testemunha (Test.). (*) Tratamento apresentou diferenca significativa dos demais que

apresentaram teores menores de clorofila, por meio do teste LSD de Fisher a 5%.
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5.6 Inducédo de Resisténcia

O antagonista B. methylotrophicus em colonizagdo de raizes foi capaz de aumentar a
atividade de enzimas como resposta e eliciar mecanismos de defesa em tomateiro. O aumento
significativo da atividade das duas enzimas foi verificado aos 3 e 5 dias ap06s a inoculacdo do
patégeno, no tratamento X. perforans + B. methylotrophicus. O aumento das atividades das
enzimas PO e PPO ocorreu antes da visualizagdo dos sintomas da mancha bacteriana,
demonstrando deste modo que o sistema de defesa da planta foi eliciado de modo antecipado.
As plantas colonizadas com B. methylotrophicus via solo apresentaram maior atividade da PO
do 3° ao 11 0 dia quando comparadas com a testemunha ou plantas colonizadas com B.
methylotrophicus. As plantas somente inoculadas com o patdégeno apresentaram aumento
significativo da atividade de PO aos 7 dias ap0ds a inoculagdo com X. perforans, indicando que
iSS0 ocorreu como resposta inerente a planta a presenca do patdégeno, porém de forma tardia,

apos o periodo de incubacédo (Figura 9).

_._Xp
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Figura 9. Atividade da peroxidase em folhas de tomateiro que receberam aliquota de agua no
solo (T), suspensdo de B. methylotrophicus no solo seguido de inoculagdo com X. perforans
na parte aérea 72 h apés a colonizagdo (B+Xp), plantas somente inoculadas com X. perforans
na parte aérea (Xp) e plantas que receberam somente suspensdo de B. methylotrophicus no
solo (B). Tratamentos marcados com * diferiram signiflcativamente dos demais que

apresentaram atividade inferior, segundo o teste LSD de Fisher a 5%.
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A atividade da PO tem sido associada a diversos processos relacionados a defesa em
plantas, como hipersensibilidade, lignificacdo e suberizacdo (SILVA, 2007) e mudancas na
atividade desta enzima tém sido frequentemente correlacionadas a resposta de resisténcia ou
suscetibilidade em diferentes patossistemas (V1ECELLI et al., 2010). Investigacdes recentes
sobre os mecanismos de controle biologico das PRPs (proteinas relacionadas a patogénese)
revelaram que varias estiipes de Bacillus spp. interferem no processo de infeccdo de agentes
patogénicos através de um aumento na atividade de PO (FERRAZ et al., 2014,
GANESHAMOORTHL1 et al., 2008; VANITHA e UMESHA, 2011). Segundo Araljo e
Menezes (2009), plantas de tomate com raizes colonizadas com Bacillus subtilis apresentam
atividades maiores de PO em seus tecidos quando comparadas com o controle (&4gua) ou
plantas pulverizadas com B. subtilis na parte aérea.

A protecdo contra os patogenos foliares em tomate, devido & colonizacdo prévia de
raizes com B. methylotrophicus também foi evidenciada com o aumento da atividade da
enzima PPO. As plantas colonizadas com B. methylotrophicus, no solo, apresentaram maior
atividade da PPO dos 3 aos 5 (DAI) quando comparadas com os demais tratamentos. As
plantas inoculadas com X. perforans apresentaram aumento significativo da atividade de
polifenoloxidase dos 7 aos 1! dias apés a inoculagdo do patégeno, indicando que isso ocorreu
como resposta ao processo de infecgdo por Ai perforans (Figura 10). Esta enzima desempenha
um importante papel na defesa contra agentes patogénicos, oxidando compostos fendlicos em

guinonas, que possuem propriedades antimicrobianas (MOHAMMADI e K.AZEMI, 2002).
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Figura 10. Atividade da polifenoloxidase em folhas de tomateiro que receberam aliquota de
agua no solo (T), suspensdo de B. methylotrophicus no solo seguido de inoculagdo com X.
perforans na parte aérea 72 h apés a colonizacdo (B+Xp), plantas somente inoculadas com X.
perforans na parte aérea (Xp) e plantas que receberam somente suspensdo de B.
methylotrophicus no solo (B). Tratamentos marcados com * diferiram significativamente dos

demais que apresentaram atividade inferior, segundo o teste LSD de Fisher a 5%.

Outros exemplos de eliciagdo de resposta sistémica a doengas em tomateiro por
bactérias do género Bacillus também sdo relatados na literatura. Lanna-Filho (2013)
comprovou com estudos que dois géneros de Bacillus foram capazes de atuar como elicitores
de resisténcia induzida em plantas de tomateiro contra Xanthomonas vesicat6ria promovendo
0 aumento das atividades da enzima peroxidase e polifenoloxidase. Os isolados em contato
com a superficie da planta podem sintetizar e liberar continuamente proteinas com atividade
desencadeadora da resposta de defesa e, ao mesmo tempo, exercer o biocontrole por
mecanismos como a competicdo por espaco e nutrientes (LANNA-FILHO, 2013). No
trabalho feito por Almoneafy et al. (2013), a maior expressdo de enzimas PO e PPO foi
encontrada nas plantas expostas a B. subtilis e B. methylotrophicus. A inducéo de resisténcia
via colonizacdo foliar também é uma possibilidade, como ja relatado para Bacillus cereus
isolado de filoplano de tomateiro contra fitopatdgeno bacteriano da cultura (HALFELD-
VIEIRA etal., 2006).
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O aumento do teor total de proteinas foi proporcionado nos tratamentos X. perforans
+ B. methylotrophicus e B. methylotrophicus, apresentando aumento significativo em relacdo
aos demais tratamentos até os 5 dias, demonstrando que a planta teve uma resposta antecipada
na sintese de proteinas proporcionada pelo isolado de Bacillus. O tratamento somente
inoculado com X. perforans apresentou aumento evidente na sintese de proteina total somente
aos 1! dias (Figura 11). Cabe ressaltar que enzimas sdo proteinas especializadas em catalisar
reacOes bioldgicas, elas aumentam a velocidade de uma reagdo quimica nas plantas. Entre as
proteinas, ha as relacionadas a patogénese (proteinas-RP), as quais sdo induzidas nos tecidos
vegetais em funcdo da inoculagdo com patdgenos/microrganismos, sistemicamente ou em
parte destes, bem como pelo tratamento com agentes quimicos (GUZZO, 2003). Deste modo,
outras enzimas relacionadas a inducéo de resisténcia além das estudadas podem também estar
sendo expressas, contribuindo aditivamente para redugdo da intensidade da doenga. Apds 5
dias os resultados foram semelhantes entre os tratamentos em que as plantas foram inoculadas

com X. perforans e também somente colonizadas com B. methylotrophicus.

12

Figura 11. Concentragdo de proteinas em folhas de tomateiro que receberam aliquota de gua
no solo (T), suspensdo de B. methylotrophicus no solo seguido de inoculagdo com X.
perforans na parte aérea 72 h apds a colonizacdo (B+Xp), plantas somente inoculadas com X.
perforans na parte aérea (Xp) e plantas que receberam somente suspensdo de B.
methylotrophicus no solo (B). Tratamentos marcados com * diferiram significativamente dos

demais que apresentaram atividade inferior, segundo o teste LSD de Fisher a 5%.
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O controle biolégico e a inducao de resisténcia sdo alternativas promissoras para uso
em um programa de manejo integrado de doencas bacterianas na cultura do tomate. A
bactéria B. methylotrophicus se demonstrou promissora no controle da mancha baeteriana do
tomateiro tanto quando dispensada via foliar quanto via raiz. No entanto, houve um declinio
mais acentuado das atividades das enzimas relacionadas a inducéo de resisténcia ap6s certo
periddo, como foi revelado pelos resultados, refletindo na perda da capacidade de controle da
doenca pelo antagonista B. methylotrophicus aos 8 dias apds a inoculacdo, quando este foi
dispensado para colonizagcdo das raizes. Essa reducdo pode ser explicada através dos
resultados obtidos por Ferraz et al. (2015), onde foi preciso uma segunda apliacao do isolado
Serratia marcescens pela queda significativa da populacédo na rizosfera das plantas de tomate.
H& necessidade de adequar principalmente a época de inicio, bem como a frequéncia das
pulverizacbes segundo Bernardo e Bettiol (2010), pois os produtos que existem no mercado
sdo de contato e de baixa persisténcia no ambiente, sendo recomendavel aplicagdo com maior
frequéncia ao longo do tempo (BAYER CROPSC1ENCE PORTUGAL, 2009).

6 CONCLUSOES

O tratamento com GF267 (B. methylotrophicus) demonstrou evidéncia significativa de
capacidade de controle da mancha baeteriana do tomateiro, causada por X. peforans, tanto

quando dispensado para colonizacgdo das folhas quanto das raizes.

As evidéncias demonstram que 0s mecanismos de acao responsaveis pela capacidade
de controle da doenca por GF267 (B. methylotrophicus) sdo a antibiose e competi¢cdo, quando
0 agente de biocontrole é dispensado nas folhas e de inducdo de resisténcia sistémica, quando

é dispensado nas raizes.
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