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Selecao de Rizobactérias Visando o
Controle Bioldgico de Sclerotium rolfsii em
Tomateiro*

Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira
Rosianne Nara Thomé Barbosa
Katia de Lima Nechet

Jean Luiz Simdes de Araujo

Introducgao

A presente publicagédo tem como finalidade documentar os resultados obtidos no
projeto “Selegdo de rizobactérias visando ao controle biolégico de Sclerotium rolfsii em
tomateiro”, financiado pelo Macroprograma 3 — Agrofuturo (cdd. 03.06.513.00) e CNPq
Edital Universal, MCT/CNPq 15/2007, processo: 470433/2007-8, disponibilizando assim, a

memoria dos trabalhos realizados e os resultados obtidos.

O trabalho foi realizado com o objetivo de selecionar, dentre 274 isolados de
rizobactérias, aquelas capazes de promover o controle da murcha-de-esclerécio sem
afetar o crescimento das plantas de tomateiro e verificar se 0 mecanismo de antibiose e a
inibicado da difusdo do acido oxalico tém relagdo com a capacidade de controle. Em uma
primeira etapa, foram realizados ajustes metodolégicos para inoculacéo do patégeno sem
a incitacdo de ferimentos em plantas de tomateiro, utilizando-se 2, 4, 8 e 16 g de arroz
colonizado.L-1 incorporados ao solo e 2, 4, 6 e 8 esclerodios ou discos de micélio
depositados na superficie do solo. A selegdo de rizobactérias foi realizada em casa de
vegetacdo através de seis ciclos de selegdo massal e os melhores isolados foram
reavaliados em trés experimentos, utilizando-se como variaveis a severidade da doenga,
altura e matéria seca das plantas. Todos os 274 isolados também foram avaliados por
testes de antibiose e inibicdo da difusdo do acido oxalico in vitro. Os resultados obtidos
demonstram que: a incorporagao de 8 g de arroz colonizado.L-1 de solo € a concentragao
e o tipo de indéculo ideaais para a inoculagdo do patdégeno sem incitagao de ferimentos; o
isolado 38291 foi o unico a restringir o desenvolvimento do patdégeno in vitro por meio de
antibiose e de controlar a murcha-de-esclerécio in vivo. Os isolados 31233, 32238, 33282
e 41296 promoveram controle da murcha-de-escler6cio em casa de vegetagdo, porém,

sem atividade detectavel in vitro.
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Parte I: AJUSTE DA CONCENTRAGAOE TIPO DE INOCULO DE Sclerotium rolfsii
PARA INDUGCAO DA MURCHA-DE-ESCLEROCIO EM TOMATEIRO

1.1 INTRODUGAO

A murcha-de-esclerdcio, causada pelo fungo de solo (LUTRELL, 1974) Sclerotium
rolfsii Sacc., € uma doenca de dificil controle (AGRIOS, 2005), que predomina em regides
de clima tropical e subtropical e ocasiona tombamento, podriddo radicular e murcha em

mais de 500 espécies de plantas cultivadas no mundo (PUNJA, 1985).

Apesar da sua importancia, a definicdo de um método para inoculacdo da doenca
visando ao estabelecimento das condi¢gdes experimentais adequadas para expressao dos
sintomas tipicos em condi¢gdes mais proximas as que ocorrem em campo nao esta bem
estabelecido. Os métodos usados por diferentes autores tém sido utilizados sem critérios,
havendo diversas variagdes nos procedimentos de inoculagédo. Alguns induzem condi¢des
altamente propicias a infec¢ao pelo patégeno, como deposicdo de esclerddios sobre ou
junto as sementes (MATSUMOTO et al., 2000; BLUM et al., 2003), ou diretamente em
ferimentos provocados nas plantas (DANTAS et al., 2002). Outros usam fontes ricas em
carbono para promover a infestacdo do solo com in6culo do fungo, induzindo a ocorréncia
da doenca sem causar ferimentos (FALCAO et al., 2005; FLORES-MOCTEZUMA et al.,
2005) e a deposicao de discos de micélio diretamente no colo da planta (PRATT; ROWE,
2002). Portanto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar qual o tipo
e a concentracdo de indculo mais adequados para induzir a murcha-de-esclerdcio, sem

provocar ferimentos, em plantas de tomateiro.

1.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de maio a junho de 2007 no Laboratério de
Fitopatologia e em casa de vegetagédo, com temperatura controlada a £28°C, na Embrapa

Roraima, Boa Vista, RR, Brasil.

Para ajustar a concentragéo de inéculo ideal para causar o maximo de incidéncia de
doenga, foram utilizados grdos de arroz colonizados, esclerédios e discos de micélio.
Como padrao, foi usado o isolado de S. rolfsii 258, obtido de pimentdo e mantido pela

Colecao de Fungos Fitopatogénicos da Embrapa Roraima.
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Graos de arroz beneficiados foram submersos em agua destilada por duas horas e em
seguida autoclavados a 120 °C durante 20 min, segundo metodologia adaptada de Serra e
Silva (2005). Posteriormente, foram distribuidos sobre coldnias de S. rolfsii crescidas em
placas de Petri, com meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) durante sete dias em
incubadora a +25 °C e em regime de fotoperiodo de 12 horas. Sete dias depois da

incubagao, os graos ja se encontravam colonizados em sua totalidade.

A producéo dos esclerédios e discos de micélio foi feita mediante o cultivo do patégeno,
por meio de discos de micélio de 0,5 cm em placas de Petri com BDA, durante sete dias
em incubadora a £25 °C e em regime de fotoperiodo de 12 horas. Os esclerodios foram
retirados das colbnias e transferidos para placas de Petri esterilizadas. Ja as colénias do
fungo foram mantidas nas placas para, posteriormente, serem retirados os discos de

micélio.

Mudas de tomateiro da cv. Santa Clara foram produzidas em bandejas de isopor com
substrato Plantmax®, sendo transplantadas com raiz nua para vasos plasticos de 0,5 L,

contendo solo esterilizado, quando apresentavam duas folhas compostas.

A infestacdo do solo com esclerddios e discos de micélio foi feita depositando-se os
propagulos sobre a superficie do substrato a 1 cm da planta, com 2, 4, 6 ou 8 propagulos
por tratamento. Os gréos de arroz colonizados foram incorporados e homogeneizados ao
solo, antes do transplante das mudas, nas concentracdes de 2, 4, 8 ou 16 g.L-1 de solo,
por tratamento. Foram utilizadas 8 plantas por tratamento e as testemunhas foram
constituidas por discos de BDA e graos de arroz ndo colonizados. Apoés a infestagéo, o

solo foi irrigado uma vez ao dia.

As avaliagdes foram realizadas diariamente até 14 dias apds a inoculagao. Os parametros
avaliados foram: incidéncia de plantas com sintomas aos 14 dias ap6s a infestacédo do solo
e periodo de incubagao. Os resultados foram analisados por analise de regresséo
(MADDEN et al., 2007), utilizando-se os pacotes estatisticos SigmaPlot 8.02 e Microsoft
Excel 2000.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os unicos tratamentos em que houve incidéncia da doenca foram os inoculados
com arroz beneficiado. Os experimentos com a deposicdo de discos de micélio e
esclerddios foram repetidos, mantendo-se os resultados de insucesso destes propagulos
como fonte de indculo para as condi¢cdes experimentais. A incidéncia da doenca em funcao
da concentragéo de inodculo no solo foi ajustada ao modelo monomolecular (Hartman et al.,
1999), segundo a equacao: y= 96,2748*(1-exp(-0,2877*x)), com R2 = 0,96 (Figura 1.1).
Verifica-se que a partir da concentragdo de inéculo de 8 g.L-1 ha uma tendéncia de

estabilizacdo da curva, atingindo o valor maximo de incidéncia da doenga.
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Fig. 1.1. Incidéncia da doenca em fun¢do da concentragao de inéculo.

A comparacado das dissimilaridades estatisticas das retas realizada por teste t
(NUTTER Jr., 1997; MADDEN et al., 2007), demonstrou diferencas entre os valores de
intercepto. Este parametro indica a estimativa da incidéncia inicial da doenca. Na Tabela 1
observa-se que as concentragdes de inéculo de 8 g e 16 g de arroz colonizado.L-1 de solo
proporcionaram intensidade de doenca inicial superior a 2 g.L-1, logo, esta concentragao
demanda maior periodo para que uma epidemia se inicie. Para o coeficiente angular da
reta, que corresponde a taxa de progresso da doenca (MADDEN et al., 2007), observa-se

que ha diferenca estatistica entre os valores das concentracdes de 8 e 2 g de indculo.L-
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1de solo (Tabela 1.1). Portanto, a concentracdo de inéculo de 8 g.L-1 apresenta incidéncia
maior em um mesmo periodo de tempo, quando comparada a de 2 g.L-1e, por

conseguinte, uma maior taxa de progresso da doenca.

Tabela 1.1. Comparacéao das dissimilaridades estatisticas das retas realizada por teste t

para os valores de intercepto e do coeficiente angular da reta.

Intercepto Coeficiente angular da reta

Concentragdes de indculo ; ; ; ; . .
2gl” 4gl” 8gl” 2gl” 4gl’ 8gL’

2gL" - - - - - -
4g1! -1,70 - - 1,73 - -
8 gL 2,60* 0,93 - 2,98% -121 -
16 gL 3,33* 0,93 -0,17 2,03 0,017 1,33

* Valores de t calculados acompanhados de asterisco diferem estatisticamente a p£0,05.

Os dados da incidéncia da doenga em funcdo da concentracdo de inéculo aos 14
dias apds a infestagcdo do solo demonstram que existe uma tendéncia em se atingir o
maximo da incidéncia da doenga em concentragdes de indculo a partir de 8 g.L-1 de solo,

corroborando os dados observados nas analises de regressao linear.

Os resultados para o uso de arroz colonizado como substrato para inoculagao de S.
rolfsii podem ser comparados com os obtidos por Falcdo et al. (2005), que verificaram que
5 g de arroz colonizado.kg-1 de solo foi um dos substratos mais eficientes para avaliar a
intensidade da murcha-de-esclerécio em soja, acarretando em 100% de mortalidade.
Entretanto, isso ndo é verificado quando utilizadas 4 g de arroz colonizado.kg-1 de solo
para avaliar a incidéncia em tomateiro. Essa concentracdo ocasionou 60% de mortalidade

ap6s 14 dias de inoculacéo.

Matsumoto et al. (2000) e Blum et al. (2003) verificaram que dois esclerddios juntos
e sobre sementes de feijoeiro proporcionaram incidéncia da doenca variando entre de 51 a
72% e de 12 a 94%, respectivamente. Dantas et al. (2002) constataram que 10 esclerddios
sobre o colo de feijoeiro levemente ferido foram suficientes para causar a doenga. Porém,
em tomateiro, quando usadas as concentragdes de dois a oito esclerodios kg-1 de solo néao
houve ocorréncia da doenca, demonstrando uma discordancia com os resultados obtidos
por Matsumoto et al. (2000), Dantas et al. (2002) e Blum et al. (2003).
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Resultados obtidos para a influéncia de discos de micélio na incidéncia de murcha-
de-esclerdcio do tomateiro mostraram-se semelhantes aos observados em soja por Falcao
et al. (2005). Em ambos os experimentos, ndao houve mortalidade de plantas apds 14 dias
de inoculagdo, indicando que as concentracbes e o tipo de indculo ndo sdo os mais
adequados para avaliar a incidéncia da doenga nas duas culturas estudadas. Além disso,
Falcao et al. (2005) indicaram o uso de arroz como substrato para o cultivo de S. roffsii e
veiculagdo de inéculo para infestacao de solo, demonstrando uma concordancia com os
resultados obtidos neste trabalho, no qual o arroz beneficiado foi o Unico substrato de
cultivo que proporcionou a produg¢ao de inéculo e a incidéncia da doenga no tomateiro sem

causar ferimentos nas plantas.

PARTE Il: SELECAO DE RIZOBACTERIAS VISANDO O CONTROLE BIOLOGICO DA
MURCHA-DE-ESCLEROCIO EM TOMATEIRO.

2.1 INTRODUGAO

Ha muito se sabe que certas bactérias, quando aplicadas as sementes, solo ou
material de propagagao, podem suprimir doengas de solo e promover o crescimento das
plantas cultivadas (THOMASHOW, 1996), e, ainda, reduzir ou substituir o uso de produtos
quimicos sintéticos na produgdo de alimentos (FREITAS; AGUILAR-VILDOSO, 2004).
Esses agentes de controle biolégico que, em geral, sdo autoctones da rizosfera, séo
denominados de rizobactérias promotoras de crescimento das plantas (THOMASHOW,
1996).

As rizobactérias promotoras de crescimento das plantas utilizam diferentes
mecanismos para supressao de fitopatdgenos. Entre esses mecanismos, estao incluidos a
competigdo por nutrientes e espaco, a antibiose através de metabdlitos antimicrobianos e a
producao de sideréforos (RAMAMOORTHY et al., 2001). De todos esses mecanismos, a
antibiose talvez seja o0 mais amplamente conhecido (PAPAVIZAS; LUMSDEN, 1980) e o
mais utilizado pelas rizobactérias no controle de fitopatégenos (GLICK; BASHAN, 1997). E
através dessa forma especifica de antagonismo que muitas rizobactérias sdo capazes de
reduzir ou prevenir a germinagao de propagulos fungicos ou inibir o crescimento apés a
germinacao (PAPAVIZAS; LUMSDEN, 1980). Ainda, segundo Fravel (1988), em baixas
concentragdes, os antibidticos produzidos por rizobactérias também sao deletérios a outras

atividades metabdlicas de outros organismos.
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O uso da antibiose como critério de selecdo de antagonistas €& considerado por
alguns autores um dos principais problemas na sele¢cao de agentes de controle biolégico
(FRAVEL, 1988; WELLER, 1988; BAKER, 1968), ja que muitos dos candidatos a agentes
de controle obtidos por meio de testes de antibiose podem nao apresentar bom
desempenho em ensaios de casa de vegetagédo e campo (MARIANO, 1993). Além disso, a
selecdo baseada somente no mecanismo de antibiose pode n&o detectar outros
mecanismos cruciais para o sucesso do controle in vivo, como a competicao por nutrientes
ou nichos ecoldgicos e habilidade de colonizar e sobreviver na rizosfera do hospedeiro
(BETTIOL, 1991). Apesar das restricbes, os estudos realizados in vitro apresentam-se
como um passo importante para se conhecer o comportamento e provaveis mecanismos
de acao dos biocontroladores frente aos patdégenos desafiantes (STEINER; SHONBECK,
1995). Em funcéo disso, sdo ainda bastante utilizados por varios autores como um dos
critérios para detecgédo de potenciais agentes de controle biolégico das diversas doengas
de plantas (ALIYE et al., 2008; SILVA et al., 2008; RAN et al.,2005; SUSILO, 2004; AYSAN
et al., 2003; HALFELD-VIEIRA, 2002; WILLIAMS; ASHER, 1996).

Uma outra alternativa que pode ser viavel é detectar organismos que possam
interferir em fases importantes durante o processo de infecgdo do patdgeno. Para
Sclerotium rolfsii, a interferéncia na difusdo do acido oxalico € um processo que, em tese,
pode influenciar no controle deste patdgeno, ja que este metabdlito se combina com o
calcio presente no tecido do hospedeiro e propicia a agdo de enzimas pectoliticas,

responsaveis pela degradagao dos tecidos (DEACON, 1997).

Dada a dificuldade no controle da murcha-de-esclerécio do tomateiro,
principalmente devido a sua grande gama de hospedeiros, formacao de estruturas de
resisténcia que permanecem no solo (PUNJA, 1985) e pouca eficiéncia do uso de
fungicidas, o controle biolégico pode ser uma alternativa viavel por meio da busca por
agentes eficazes ao controle dessa enfermidade. Dessa forma, os objetivos deste trabalho
foram selecionar, dentre 274 isolados de rizobactérias, agentes de biocontrole da murcha-
de-esclerécio sem efeito deletério no crescimento de plantas de tomateiro e verificar a
relagdo da supressao da difusdo de acido oxalico e do mecanismo de antibiose com a

capacidade de controle.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Coletas de plantas de tomateiro

As plantas de tomateiro foram coletadas em plantios caseiros e comerciais de
diferentes municipios de Roraima, recolhendo-se em média cinco plantas por area
cultivada, em pelo menos seis periodos de coleta. Apos a coleta, as plantas foram
encaminhadas ao Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Roraima,onde foi realizada a
eliminacao da parte aérea da planta e a retirada do excesso de solo das raizes através de
agitacao manual. Em seguida, foi realizado o corte e a pesagem de um grama de raiz de

cada uma das plantas coletadas para o isolamento das rizobactérias.

2.2.2 Isolamento das rizobactérias

As amostras de raizes provenientes das plantas de tomateiro foram colocadas em
Erlenmeyer de 250 ml de capacidade, contendo 50 ml de solucéo salina (0,85% de NaCl)
estéril e submetidas a agitagdo em incubadora por 15 min para obtencdo da populagao

bacteriana.

Apods a agitacédo, 500 yl das suspensdes bacterianas foram pipetados em tubos de
ensaio, contendo 4,5 ml de solugao salina, até a diluicdo em série 10-6, sendo depositados
100 pl das amostras obtidas em cada uma das trés ultimas diluigdes, em uma placa de
Petri contendo meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970), espalhando-se com al¢a de

Drigalski sobre a superficie do meio.

As placas foram mantidas em incubadora a +25 °C em fotoperiodo de 12 horas para
obtencdo de culturas puras cujo fator de diluigdo permita o crescimento de coldnias
isoladas. Apds o crescimento, foram selecionadas colénias morfologicamente distintas,
sendo transferidas para tubos de ensaio contendo meio de cultura 523 (KADO; HESKETT,
1970). Com o isolamento das rizobactérias foram realizados os testes de antagonismo in

vitro e controle da doenga em condi¢des de casa de vegetacéo.

2.2.3 Testes de antibiose e supressao da difusao do acido oxalico

Os isolados de rizobactérias obtidos foram testados em meio de cultura 523 + azul
de bromotimol a 0,005% (adaptado de STEADMAN et al., 1994), colocando-se um disco de
micélio de S. rolfsii de 0,5 cm no centro da placa de Petri e, nas extremidades semeadas,
quatro das bactérias isoladas. Foi observada a redugdo do crescimento micelial e a

capacidade da rizobactéria em alcalinizar o meio de cultura, evidenciada pela difusao de
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uma coloragdo azul, restringindo a difusdo do &acido oxalico, evidenciado por uma
coloragao amarela. Este teste foi repetido somente com as rizobactérias que mostraram
efeito inibitério no crescimento micelial de S. rolfsii ou que foram capazes de alcalinizar o
meio. Com a conclusdo do experimento, todas as rizobactérias foram avaliadas em casa

de vegetacéo.

2.2.4 Selegao massal

Para a realizagdo do experimento, sementes de tomateiro cv. Santa Clara foram
semeadas em bandejas de isopor com 128 células contendo substrato Plantmax®. Quando
as mudas apresentaram duas folhas compostas, foram transplantadas para copos
plasticos descartaveis de 0,5 L contendo solo artificialmente infestado com 4 g de arroz

colonizado com o patogeno.

Imediatamente apds a infestacdo do solo, foi realizada a deposicdo de 50 ml da
suspensao bacteriana, ajustada em absorbancia a 540 nm (A540) igual a 0,3 de uma das
rizobactérias a serem testadas, sobre a superficie do substrato em cada grupo de trés
plantas. Para a testemunha, ao invés da incorporagcdo de uma suspensao bacteriana,

foram adicionados 50 ml de agua.

Foi testado um total de 274 isolados de rizobactérias obtidas de diferentes areas de
cultivo de tomateiro, em pelo menos seis ciclos de selecdo, utilizando-se em média de

quarenta a sessenta isolados por ciclo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes
para cada tratamento, sendo cada repeticao foi representada por uma planta de tomateiro
cv. Santa Clara, com duas folhas compostas, transplantadas para vasos independentes.
As avaliagdes foram realizadas até 14 dias apds a infestacdo do solo, e somente os
tratamentos em que nao foi observada incidéncia da doenga nas trés repetigdes,
mantendo-se uma maior altura das plantas, tiveram suas respectivas rizobactérias
selecionadas.

A analise dos dados da altura das plantas foi realizada através do programa Sistema de
Analise Estatistica e Genética (S.A.E.G-5,0), efetuando-se a analise de variancia e a
comparagao das médias, utilizando-se o teste de Tukey e Scott-Knott no nivel de 5% de

probabilidade.
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2.2.5 Confirmacgao da efetividade das rizobactérias selecionadas

Para confirmar a efetividade das rizobactérias selecionadas na selegdo massal foi
adotado o delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticbes para cada
tratamento, em que cada repetigao foi representada por trés plantas de tomateiro cv. Santa

Clara, com duas folhas compostas em expanséo.

As mudas foram transplantadas para vasos plasticos de 1,0 L contendo solo
infestado com 8 g de arroz colonizado com S. rolfsii. Apés a infestagdo do solo, foi
realizada a deposi¢cado de 100 ml da suspensao bacteriana, ajustada em absorbancia a 540
nm (As4) igual a 0,3 de uma das rizobactérias a serem testadas, sobre o substrato. Na
testemunha foi realizada a deposicédo de 100 mL de agua destilada sobre solo infestado

com o patdégeno.

Para as avaliacdes, foram utilizados os parametros descritos abaixo. O primeiro foi a
escala adaptada de Fery e Dukes Sr. (2002): 1= plantas sem sintomas; 2= plantas com
escurecimento do coleto; 3= plantas com estrangulamento do coleto, porém ainda vivas;
4= plantas com estrangulamento e crescimento fungico no coleto, porém ainda vivas; 5=
plantas mortas. Para analise estatistica, os valores de severidade da doencga, segundo a
escala descritiva, foram transformados para valores quantitativos utilizando-se o indice de
McKinney (1923). Com a transformacdo dos dados calculou-se a area abaixo da curva do
progresso de doenca (AACPD), a taxa de progresso da doenga e a severidade inicial da
doenga. Os demais parametros avaliados foram altura e massa seca de plantas. Todas as
variaveis foram analisadas estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, por meio do comando proc GLM, utilizando-se o programa SAS, versao 9. O

experimento foi repetido trés vezes.

2.2.6 Identificagdao molecular dos antagonistas selecionados

As células foram crescidas em meio liquido até a fase logaritmica, em seguida 2,0
mL do inéculo foi coletado e centrifugado por 5 minutos a 5.000 rpm e 4°C. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi imerso em N2 liquido (choque-térmico),
ressuspendido em 570 UL de T10E1+30u L SDS 10% e incubado por uma hora sob breve
agitacdo. A seguir, foram adicionados 100 HL de NaCl e as amostras foram

homogeneizadas em vortex por 15 segundos. Adicionaram-se 100 UL de CTAB/NaCL 10%

seguido de homogeneizagdo em vortex por 15 segundos, incubando-se as amostras em
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seguida sob agitagcado por cerca de 1 hora. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm
por 5 min, a 4°C; o sobrenadante foi coletado em um novo tubo, adiciou-se 1 volume de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e incubou-se por 10 minutos sob agitacdo. Apds a
incubacédo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, a 4°C por 15 minutos; o
sobrenadante foi coletado e adicionou-se 1 volume de Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico
(24:24:1), homogeneizando-se por inversdo por 10 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm a 4°C, por 10 minutos. A fase aquosa foi coletada em
um novo tubo e adicionou-se 1/10 volume de acetato de soédio 3M pH 4,8 e 2 volumes de
etanol 100%. As amostras precipitaram por 2 horas a —20°C e, em seguida, foram
submetidas a centrifugacdao a 10.000 rpm, por 10 min, a 4°C e o sobrenadante foi
descartado. A esta etapa seguiu-se uma etapa de lavagem com 1 mL de EtOH 70%,
misturando-se cuidadosamente por inversdo. Realizou-se uma etapa de centrifugagao a

9.600 rpm, por 5 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Esta etapa de lavagem

com etanol foi realizada duas vezes. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 50 UL

de T10E1 e estocado em freezer a —20°C.

Foram realizadas duas reag¢des de PCR para cada uma das amostras da extracao
de DNA pelo método CTAB: 1 (33282), 2 (36291), 3 (44296), 4 (31223a) e 5 (32238). O
material foi diluido 10X em H20 PCR e a reacdao foi realizada utilizando os

oligonucleotideos iniciadores (primers) Amp2 e 27f nas seguintes condigdes: 1 UL de DNA
(1:10), 6 PL MgCI2 (25 mM), 0,5 UL Amp2 (5 UM), 0,5 PL 27f (5 uM), 1,5 dNTP (10 mM),
0,25 Tag DNA polimerase 5SU/JL (Fermentas life Sciences), 2,5 yL DMSO 50%, 5,0
Tampao KCI 10X (Fermentas life Sciences), 32,75 UL H20 PCR, para um volume final de
reacdo 50,00 L.

Foi utilizado um Termociclador Eppendorf com o seguinte programa: uma etapa de
desnaturacgao inicial a 95 °C por 5 min, seguida por 29 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por
15 Seg, anelamento a 55°C por 1 min e extensédo a 72°C por 2 min, e, finalmente, uma
etapa de extenséo final de 5 min a 72°C, e mantidos até 4°C. Apds o término da reacéo,
3,0 UL da reagédo de PCR do produto da reagéo foram utilizados para uma eletroforese em
gel de agarose 1% (Figura 02) para verificagao da eficiéncia de amplificagdo. O produto de
PCR foi, entao, purificado utilizando o kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification

KitR (GE Healthcare), de acordo com as especificagdes do fabricante.

O sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico de DNA
MegaBACE1000 com o kit DYEnamic ET Terminator (GE Healthcare Cat N° US81090) e
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os primers para o gene 16S rDNA, 27F, AMP2, U6, U3, U2, RU2, RU3, RU6, RU7 e 786F.
Foram utilizados 200 ng do produto de PCR apés purificagao, utilizando o kit lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification KitR (GE Healthcare). A sequéncia do 16S de cada
bactéria foi montada utilizando os resultados das reacbes de sequenciamento e o
programa PhredPhrap. Apdés a montagem, foi realizada uma andlise de similaridade

utilizando o programa BLAST e o banco de sequéncias nao redundantes (NR) do NCBI.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nos testes de antagonismo in vitro, apenas 54 de 274 rizobactérias testadas

apresentaram reducgéo do crescimento micelial de S. roffsii (Figura 2.1.a). Nesses testes, o
antagonismo expressado por 33 desses isolados mostrou-se evidente em meio de cultura,
sugerindo que a inibigdo do crescimento fungico ocorreu, provavelmente, pela produgéo de
compostos antimicrobianos. Destes 33 isolados, seis também promoveram a supressao da

difusdo do acido oxalico, através da alcalinizagdo do meio de cultura (Figura 2.1.b).

Fig. 2.1. Testes de antagonismo in vitro: a. Reducgéo do crescimento micelial de S. rolfsii

por antibiose; b. Supresséo da difusdo do acido oxalico.

Na selecdo massal, apenas 35 das 274 rizobactérias testadas foram pré-
selecionadas. Quando comparados quanto a promogao de crescimento do tomateiro,
apenas treze (217, 218, 539, 829, 18108, 18109, 28181, 29199, 31223, 32238, 33282,
38291 e 41296) dos 35 isolados selecionados in vivo também apresentaram as maiores
médias de altura de plantas, sendo os mesmos reservados para os testes de confirmacgéao

de efetividade.
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Os resultados dos testes de confirmagdao da efetividade das rizobactérias
selecionadas, quanto a severidade da doencga, estdo presentes na Tabela 2.1. Os valores
médios apresentados foram obtidos eliminando-se os dois valores extremos de cada
variavel. Os parametros severidade da doenca no ultimo dia de avaliagao, a area abaixo da
curva do progresso da doenga e a severidade inicial da doenga apresentaram nos trés
experimentos de confirmagdo os menores coeficientes de variagao (entre 25 e 40). Ja a
taxa de progresso da doencga apresentou coeficiente de variacdo acima de 54, indicando
nao ser um parametro adequado para avaliar o desempenho de diferentes isolados de
rizobactérias quanto a reducao da severidade da murcha-de-esclerdécio.

A partir dos parametros utilizados para avaliar a severidade da doencga, foi possivel
observar que, dos treze isolados obtidos na fase de selegdo massal, poucos apresentaram
capacidade de controle da doenca e de sua eficiéncia em mais de uma etapa de

confirmacéo (Tabela 2.1).

Quando se comparam os valores obtidos nas etapas de confirmacéo, verifica-se que
apenas o isolado 38291 foi capaz de manter sua efetividade no controle da doenga. Dentre
os isolados avaliados, 38291 foi 0 unico que também restringiu o crescimento do patégeno
em meio de cultura através do mecanismo de antibiose, no entanto, 0 mesmo nao suprimiu
a difusdo do acido oxalico. Outros dois isolados, 31223 e 41296, apresentaram
desempenho semelhante ao obtido pelo isolado 38291 no controle do patégeno desafiante.
Ambos foram capazes de reduzir a severidade a niveis similares aos observados para o
isolado 38291, entretanto, somente em duas etapas de confirmagdo. Porém, nao
conseguiram reduzir com o mesmo desempenho a severidade inicial da doenga. Os
demais isolados, 32238 e 33282 demonstraram, de certo modo eficiéncia intermediaria no
controle da doencga, ja que em duas etapas de confirmacao foram capazes de manter entre
baixos e médios tanto os niveis de severidade quanto o periodo para surgimento dos

sintomas da doenca.
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Tabela 2.1. Valores médios da severidade da doenga no ultimo dia de avaliagdo, area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD)

e severidade inicial da doenga em plantas de tomateiro colonizadas por diferentes isolados de rizobactérias.

Isolado 12 Etapa de Confirmagéo 22 Etapa de Confirmagao 32 Etapa de Confirmagéo
Severidade Severidade Se1v§ S?aasde
.18 dias apos AACPD Se\./e.r|§Iad .22 dias apos AACPD Seygr@ade apos AACPD Se\./e'rl'dade
infestacao do e inicial infestacao do inicial . ~ inicial
infestagao
solo solo d
o solo
29199 69,99 a 11469 a 42,59 a 59,16 abcde 13784 abc 33,53 abcd | 38,33 bc 5407 bc 21,10 abc
829 67,50 ab 10724 ab 33,51 ab 33,33 e 8074 c 19,96 cd 58,35 abc 8822 abc 28,50 abc
31223 66,66 ab 10494 ab 36,83 ab 34,16 e 7675 c 15,71d 36,66 c 5336 bc | 23,23 abc
18108 65,00 abc 10271 abc 33,70 ab 33,33 e 8048 c 19,62 cd 71,66 a 10593 a | 34,81a
18109 53,33 abcd 8820 abcd 35,09 ab 66,66 abcd 15799 ab 36,35 abc 51,67 abc | 7488 abc | 28,03 abc
218 53,33 abcd 8534 abcd 34,70 ab 83,33 a 19653 a 49,71 a 54,15 abc | 7982 abc | 27,22 abc
539 51,66 abcd 8322 abcd 35,82 ab 69,16 abcd 16323 ab 42,34 ab 48,35 abc | 6504 abc | 19,21 bc
41296 50,00 abcd 8144 abcd 30,40 ab 33,33 e 7907 c 16,09 d 27,50 c 4119 c 21,53 abc
Testemunha 41,66 bcd 6189 cd 26,28 b 67,49 abcd 15628 ab 41,36 ab 51,66 abc | 7436 abc | 25,77 abc
217 41,66 bcd 6526 bcd 2520 b 69,99 abc 16385 ab 39,33 abc 51,67 abc | 7172 abc | 19,31 bc
28181 38,33 cd 5980 cd 2452 b 79,99 ab 19115 a 43,34 ab 58,32 abc | 8618 abc | 28,98 abc
38291 36,66 d 5867 d 25,38 b 40,83 cde 9854 bc at?gc,im 35,01 c 4892 bc | 18,51 ¢
32238 33,33 d 5549 d 26,99 b 51,66 bcde 11093 bc 32,03 abcd | 55,82abc | 8630 abc | 29,83 abc
33282 31,66 d 5006 d 24,59 b 40,00 de 9437 bc 28,35 bcd 69,17 ab 9759 ab 33,23 ab
Coeficiente de | 34 77 31,23 25,74 31,35 33,92 35,76 36,99 40,67 32,09

Variagéo (%)
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Segundo Weller (1988), nem sempre existe correlagdo entre a capacidade de uma
bactéria inibir um patdgeno in vitro e controlar a doenga. Isolados que produzem zonas de
inibicdo em meio de cultura nem sempre sao os melhores agentes no controle bioldgico.
De acordo com Barker (1968), esta inexisténcia de correlacdo se deve a inativagado dos
antibioticos produzidos no solo por uma série de processos, como adsorgdo em argila e
humus, degradagao microbiologica e instabilidade devido ao pH. Esta inativacdo também
pode explicar a ineficiéncia da supressao da difusdo do acido oxalico em solo pelas

rizobactérias, ja que esta capacidade foi detectada nos ensaios in vitro.

Essas afirmagdes se baseiam no fato de que varios autores relatam a auséncia de
correlagao entre a antibiose e a selegéo de agentes de controle bioldgico in vivo, afirmando
que a selecdo baseada apenas em testes in vitro ndo é adequada. Silva et al. (2008),
visando determinar os possiveis mecanismos de acao de agentes biocontroladores de
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, verificaram que, de seis bactérias testadas, apenas
um isolado se destacou, inibindo o crescimento de todos os isolados do patégeno in vitro.
Contudo, a maior capacidade de biocontrole ndo foi conferida por este. Halfeld-Vieira
(2002), avaliando o efeito de compostos produzidos em meio de cultura por bactérias do
filoplano do tomateiro sobre Alternaria solani, Pseudomonas syringae pv. tomato e
Xanthomonas vesicatoria, verificou que somente dois de dez antagonistas selecionados in
vivo foram capazes de inibir o desenvolvimento desses patdégenos in vitro. Também, Aysan
et al. (2003), estudando o uso de antagonistas para o controle de Erwinia chrysanthemi,
agente causal da podriddo mole do tomateiro, verificaram que dois isolados eficientes
contra a bactéria em ensaios in vitro ndo reduziram o desenvolvimento dos sintomas em
fatias de batata e em plantas de tomateiro testadas em casa de vegetagdo. Em outro

exemplo, Williams e Asher (1996) observaram que todos os isolados de rizobactérias

testados contra Pythium ultimum e Aphanomyces cochlioides nao apresentaram
correlagao entre o grau de inibigdo no meio de cultura e a supressdo da doengca em mudas
de beterraba. Do mesmo modo, Ran et al. (2005) ndo encontraram correlagbes entre a
atividade antagbnica de Pseudomonas spp. in vitro e biocontrole de murcha bacteriana em

Eucalyptus in vivo.

Contudo, os resultados indicam que a antibiose promovida pelo isolado 3829 deve
ser um mecanismo importante no controle da murcha-de-esclerdcio, ja que este foi, dentre
os selecionados, o unico capaz de restringir o desenvolvimento do patdégeno in vitro e de

reduzir com maior repetibilidade a severidade da doenca.



20 Selecao de Rizobactérias Visando o Controle Bioldgico de Sclerotium rolfsii em Tomateiro*

Outros autores também observaram esta mesma tendéncia para diferentes
patossistemas. Susilo (2004), avaliando o potencial de rizobactérias como promotoras de
crescimento do tomateiro e agentes de controle biolégico da murcha bacteriana (Ralstonia
solanacearum), verificou que cinco rizobactérias demonstraram atividade antagdnica
contra o patdgeno através da producdo de antibioticos e sideréforos. Também reduziram
significativamente a severidade e a incidéncia da doengca quando comparados a
testemunha, demonstrando que rizobactérias com antagonismo detectado in vitro podem

ser consideradas como agentes potenciais para supressao de patdégenos.

Um fato a ser considerado é que S. rolfsii nem sempre esta fisicamente em contato
com o tecido hospedeiro na fase de pré-penetragdo, logo, possivelmente, os compostos
microbianos produzidos por essa rizobactéria in vitro podem ter suprimido o crescimento

do patégeno no solo, impedindo ou retardardando o processo de infecgao.

A identificacdo dos isolados selecionados por sequenciamento do gene 16S rDNA,

considerando as mais altas similaridades encontradas, foi a seguinte: 31223 -

Agrobacterium tumefaciens, similaridade de 99%; Rhizobium sp., similaridade de 99%;
32238 - Agrobacterium tumefaciens, similaridade de 99%; Rhizobium sp., similaridade de

99%; 33282 - Agrobacterium tumefaciens similaridade de 94%; 41296 - Devosia sp.,
similaridade de 96%; 38291 - Kluyvera ascorbata, similaridade de 99%. Cabe destacar que
estas identificagbes sdo comparativas, de acordo com sequéncias de bactérias ja

conhecidas e cujos dados estao disponibilizados na base de dados do NCBI.

Em relagdo a promogdo do crescimento de plantas, embora existam diversos
exemplos de bactérias capazes de promover simultaneamente o controle de doencgas e
crescimento (ALIYE et al. 2008; SUSILO, 2004), os parametros utilizados para avaliar o
desempenho dos treze isolados sobre o tomateiro ndo permitiram observar influéncia dessas
rizobactérias tanto em incrementos de altura quanto no aumento quantitativo nos teores de
matéria seca das plantas. Nenhum dos isolados selecionados diferiu da testemunha em

relagéo a altura e massa seca das plantas nas etapas de confirmagéao (Tabela 2.2).

Portanto, verifica-se que nenhuma das rizobactérias apresentou capacidade de
atuar como promotora de crescimento do tomateiro, porém, também nao apresentaram
efeito deletério as plantas. Da mesma forma, Silva et al. (2008a) observaram em um dos
ensaios realizados que a altura das plantas nao diferiu entre os isolados testados e a

testemunha.
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Tabela 2.2. Valores médios da Altura, do Massa Seca Total (M. S. Total), Massa Seca da Raiz (M. S. Raiz) e Massa Seca da Parte Area

(M. S. Parte Aérea) em presencga de diferentes isolados de rizobactérias.

Isolado 1° Etapa de Confirmagéao 2° Etapa de Confirmacéao 3° Etapa de Confirmacéao
M. S M. S M. S.
Altura M. S; M. .S,; Parte Altura M.S. M. S Parte Altura M.S. M. S Parte
Total Raiz f . Total Raiz ; Total Raiz ;

Area Area Area

31223 18,55 a 1,14a | 0,79 a 1,08 a 23,54 abc 1,16 a 0,78 a 1,12 a 19,02ab | 0,99 a 0,79 a 0,93 a
32238 17,76 a 1,02a | 0,76 a 0,98 a 19,39 ¢ 0,95 a 0,75a 0,91 a 16,27 ab | 0,92 a 0,74a |0,89a
TeSte:'““h 17,67a | 1,02a | 0,76a | 098a | 2224abc | 1,06a | 0,77a | 1,01a | 17,22ab | 1,01a | 0,76a |097a
29199 17,26 a 1,09a | 0,77 a 1,04 a 24,89 abc 1,23 a 0,81 a 1,17 a 16,49 ab | 0,90 a 0,77a |0,84a
41296 17,23 a 1,03a | 0,77 a 0,98 a 23,22 abc 1,04 a 0,76 a 1,00 a 19,68 a 0,95 a 0,76a |0,91a
18108 16,97 a 1,09a | 0,76 a 1,05 a 25,20 abc 1,19 a 0,80 a 1,13 a 14,07 b 0,94 a 0,76a |0,90a
33282 16,87 a 0,98a | 0,75a 0,95 a 20,12 bc 0,99 a 0,75 a 0,95 a 17,12ab | 0,99 a 0,77a |0,95a
218 16,60 a 0,99a | 0,76 a 0,96 a 20,45 bc 1,05 a 0,77 a 1,00 a 16,48 ab 1,02 a 0,77a | 0,97 a
38291 16,46 a 0,95a | 0,75a 0,92 a 20,96 bc 0,99 a 0,77 a 0,95 a 16,89 ab | 0,93 a 0,75a |0,89a
217 16,39 a 098a | 0,75a 0,95 a 22,44 abc 1,09 a 0,77 a 1,04 a 14,03 b 0,87 a 0,75a |0,83a
829 16,32 a 1,00a | 0,75a 0,97 a 30,87 a 1,45 a 0,88 a 1,35a 19,23 ab 1,09 a 0,82a |1,01a
18109 15,81 a 1,02a | 0,76 a 0,98 a 26,43 ab 1,33 a 0,83 a 1,25 a 15,95ab | 0,86 a 0,74a |0,83a
28181 15,55 a 094a | 0,75a 0,91 a 25,72 abc 1,27 a 0,82 a 1,20 a 17,91 ab 1,05 a 0,80a |0,98a
539 15,01 a 094a | 0,73a 0,92 a 23,17 abc 1,22 a 0,84 a 1,14 a 14,84 b 0,87 a 0,75a |0,83a
CV (%) 25,74 17,43 5,36 16,04 24,74 19,76 7,36 18,27 29,22 19,84 7,42 17,75
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De acordo com El Hassni et al. (2007), a utilizagdo de agentes bioldgicos para ativar
os mecanismos de defesa da planta contra os agentes patogénicos constitui uma
alternativa ecoldgica aos pesticidas repetidamente utilizados para controle de doencgas de
plantas, além de ser uma estratégia significativa contra os patdgenos de solo, para os

quais medidas de controle sdo muito restritas ou quase indisponiveis.

Os resultados com o uso de agentes de biocontrole geralmente ndo promovem
total controle das doencas (Silva et al. 2008). Os resultados obtidos para o isolado 38291

podem ser considerados promissores, ja que essa rizobactéria demonstrou, tanto em

laboratério quanto em casa de vegetacao, ter potencial para ser utilizada como agente de
biocontrole da murcha-de-esclerdcio do tomateiro, assim como os isolados 31223, 32238,
33282 e 41296. Contudo, ainda ha a necessidade de se realizarem ensaios que visem a
otimizacdo da eficiéncia destes antagonistas como, por exemplo, por meio da
microbiolizacdo de sementes, que promove um periodo maior para colonizacédo radicular
pelos antagonistas, o que podera aumentar seu éxito no controle da doencga, ja que os
ensaios de selegao foram altamente favoraveis ao patégeno por proporcionarem uma alta
densidade de in6culo e uma inoculagédo simultanea a aplicagdo do antagonista. Também,
faz-se necessario realizar ensaios em campo naturalmente infestados para verificar sua

eficiéncia nestas condicoes.

3. CONCLUSOES

As mais altas taxas de incidéncia da murcha-de-esclerécio em plantas de
tomateiro sem inducédo de ferimento e os menores periodos para inicio da epidemia foram

observados quando inoculadas com 8 g.L'1 de graos de arroz colonizados com Sclerotium

rolfsii.

Discos de micélio e esclerédios nao demonstraram eficiéncia na inducdo da

murcha-de-esclerécio, quando inoculados em plantas de tomateiro sem ferimentos.

O isolado 38291 foi o unico que apresentou efeito de antibiose detectavel in vitro e
estabilidade no controle da murcha-de-esclerocio em casa de vegetagao, sugerindo que a

antibiose seja um importante mecanismo no biocontrole da doengca em tomateiro.

Os isolados 31223, 32238, 33282 e 4129 promoveram controle da murcha-de-

esclerdcio, porém com menor estabilidade quando comparados ao isolado 38291.
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Nenhum dos cinco isolados com potencial a agentes de biocontrole da murcha-de-
esclerocio apresentaram a capacidade de promover crescimento nem efeito deletério em

plantas de tomateiro.
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