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RESUMO

ROCHA, Francine Yuriko Otsuka. Seleciio e caracterizacio polifasica de bactérias do género
Bacillus com atividade antagonica as racas 1, 2 e 3 de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
2015. 75p Dissertagdo (Mestrado em Agronomia, Fitotecnia). Instituto de Agronomia,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A murcha-de-fusario causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ¢ uma doenca de grande
importancia econdmica para a cultura do tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) devido as
perdas que ocasiona na producgdo. O presente estudo teve como objetivo selecionar bactérias
pertencentes ao género Bacillus que apresentam atividade antagdnica para aplicacdo em areas
produtoras de tomate infestadas pelo fungo. Foram obtidos 193 isolados de bactérias de raizes e
hastes de tomateiro. Foi realizado o sequenciamento completo da subunidade 16S RNAr de 32
isolados da cole¢dao de trabalho, utilizando os iniciadores 27F e Amp2. Essas bactérias foram
selecionadas aleatoriamente, sendo que 20 bactérias foram obtidas de tomateiro sadio. Os
resultados mostraram uma alta similaridade das estirpes com as espécies do género Bacillus: B.
thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B. toyonensis, B. stratosphericus, além da espécie
Paenibacillus barcinonensis. Testes para avaliar as caracteristicas funcionais das estirpes
bacterianas in vitro mostraram que 72% das estirpes possuem atividade proteolitica, 78%
possuem atividade celulolitica, 48% solubilizam fosfato inorgéanico, 42% solubilizam zinco e
40,8% sdo capazes de produzir indol. Testes de antagonismo realizados in vitro mostraram que
algumas estirpes bacterianas retardaram ou reduziram o crescimento micelial das trés ragas do
fungo quando submetidos ao método de acdo direta (estrias paralelas). Com o objetivo de
selecionar um gendtipo de tomateiro sensivel as trés ragas do fungo, foi instalado um
experimento utilizando os gendtipos Débora Plus, Santa Clara Miss Brasil, Perinha e Carolina. A
variedade Perinha foi a mais suscetivel as ragas 1, 2 e 3 ja que apresentou um maior percentual de
colonizacdo do fungo. A atividade antagonica das bactérias foi avaliada 15 dias apds o
transplantio das mudas de tomate da variedade Perinha para o substrato contaminado. Os
resultados mostraram que a estirpe da espécie B. stratosphericus controlou cerca de 93,25% das
plantas crescidas na presenca da raga 1 do fungo. Ja as espécies B. megaterium e B. thuringiensis
controlaram 100% da doenga das plantas de tomateiro cultivadas em substrato com a raga 2 e de
67,35% das plantas cultivadas em substrato com a raga 3 do fungo. Os resultados obtidos
sugerem que algumas estirpes possuem potencial para controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici
raca 1, 2 e 3 e possuem atividades funcionais que podem contribuir para a melhoria do
crescimento das plantas de tomateiro cultivadas em areas infestadas com o fungo. Entretanto,
estudos em campo sdo necessarios para confirmar o papel dessas espécies de Bacillus na
interagdo com plantas de tomateiro cultivadas na presenca das racas 1, 2 e 3 da murcha de
fusario.

Palavras-chave: Bactérias endofiticas. Controle bioldgico de murcha-de-fusario. Atividade
funcional.



ABSTRACT

ROCHA, Francine Yuriko Otsuka. Selection and polyphasic characterization of the Bacillus
bacteria with antagonistic activity to races 1, 2 and 3 of Fusarium oxysporum f. sp.
Iycopersici. 2015. 75p Dissertation (Master Science in Agronomy, Fitotecnia). Instituto de
Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2015.

The fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici is a disease of economic
importance to tomato crop (Lycopersicon esculentum Mill.) because of the losses caused in the
production. This study aimed to select bacteria belonging to the genus Bacillus which have
antagonistic activity to fungi present in tomato producing areas. It was obtained 193 bacterial
isolates from tomato roots and stems. We performed the complete sequencing 16S rRNA subunit
of 32 bacteria from the work collection using the 27F and Amp2 primers. These bacteria were
randomly selected, and 20 bacteria were obtained from healthy tomato plants. The results showed
a high similarity to species of the genus Bacillus: B. thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B.
toyonensis, B. stratosphericus and Paenibacillus barcinonensis. Evaluation of the functional
characteristics of the bacterial strains showed that 72% possess proteolytic activity, 78% have
cellulolytic activity, 48% are able to solubilize inorganic phosphate, 42% solubilize zinc oxide
and 40.8% are able to produce indols. Antagonism tests carried out in vitro showed that some
bacterial strains reduced the mycelial growth of the three races of the fungus when subjected to
direct method (parallel streaks). An experiment was conducted using the genotypes Debora Plus,
Santa Clara Miss Brazil, Perinha and Carolina in order to select a sensitive tomato genotype to
the three fungal races. The Perinha variety was the most susceptible for races 1, 2 and 3 and
presented the highest percentage of fungal colonization. Thus, this variety was used in a
greenhouse experiments to evaluate the antagonistic role of the Bacillus strains against three
fungal races. The antagonistic activity of bacteria was assessed 15 days after transplanting of the
tomato seedlings to contaminated substrate. The results showed that the B. stratosphericus strain
contributed to control at least 93.25% of the damage caused by race 1, strains from species B.
megaterium and B. thuringiensis controlled 100% the damage caused by race 2 and at least
67.35% of the disease caused by the race 3 of the fungus. The results suggest that some strains
have the potential to control race 1, 2 and 3 of the F. oxysporum f. sp. lycopersici and have
functional activities that may contribute to improving the growth of tomato plants. However, field
studies are needed to confirm the role of these Bacillus species during the interaction with tomato
plants grown in soil contaminated with the race 1, 2 and 3 of the fusarium wilt.

Key-words: Endophytic bacteria. Biological control of fusarium wilt. Functional activity.

vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fluxograma das diferentes etapas para o desenvolvimento das atividades de pesquisa
descritas em material e métodos 10

Figura 2. Exemplos de crescimento em meio de cultivo LB de bactérias isoladas da parte aérea de
tomateiro originarios das regides produtoras 1, 2, 3, 4, 7 ¢ F com diferentes quantidades de
suspensao pasteurizada (25 pL, 50 uL e 100 pL). Em destaque pode-se observar colonias com
morfotipo de Bacillus 19

Figura 3. Exemplos de crescimento em meio de cultivo LB de bactérias isoladas do sistema
radicular de tomateiro originarios das regides produtoras 1, 2, 3, 4, 7 e F com diferentes
quantidades de suspensao pasteurizada (25 pL, 50 pL e 100 puL). Em destaque pode-se observar
coldnias com morfotipo de Bacillus 20

Figura 4. Exemplos de bactérias Gram positivas e Gram varidveis analisadas através de
metodologia de Coloracao de Gram em microscopico 6tico com objetiva de imersdo, aumento de
100 X. (a) Bactérias Gram positivas (isolados - 16, 17, 18 e 24) e (b) Bactérias Gram variaveis

(isolados 11, 21, 26 € 32) 21
Figura 5. Métodos de preservagdo das bactérias endofiticas isoladas de raizes e hastes de
tomateiro: (A) 6leo mineral e (B) glicerol 10% 21

Figura 6. Arvore filogenética baseada nas sequéncias 16S RNAr das estirpes bacterianas isoladas
de tomateiro, calculada pelo algoritmo Neighbor-Joining (NJ), fornecido pelo programa MEGA
V6.0 25

Figura 7. Exemplos de estirpes bacterianas submetidas ao teste de antagonismo in vitro para
avaliacao do potencial de produgdo de volateis que inibem ou afetam o crescimento micelial de
F. oxysporum f. sp. lycopersici. Estirpes: PALS (controle), isolados 8, 10, 11, 20, 25, 32, 73 e 146
(isolados de tomateiro) e isolados 20C, 32C e 33C (isolados do liquido do apoplasto de plantas de
cana-de-agucar) 28

Figura 8. Teste de antagonismo in vitro pelo método de estrias paralelas mostrando o crescimento
micelial das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici na presenca e auséncia das estirpes
selecionadas 31

Figura 9. Estirpes bacterianas apresentando atividade celulolitica ap6s tratamento das culturas
crescidas em meio CMC com solugdo de iodine. (A) Estirpe S76; (B) Isolado 2; (C) Isolado 8;
(D) Isolado 11; (E) Isolado 20; (F) Isolado 22; (G) Isolado 40; (H) Isolado 73; (I) Isolado 87; (J)
Isolado 42 C. (a) Meio de cultura corado com iodine (parte em que ndo houve degradaciao de
celulose); (b) Halo de degradacao de celulose 32

Figura 10. Concentracdo de auxina produzida pelas estirpes bacterianas mais promissoras
pertencentes as espécies B. megaterium (isolado 18), B. thuringiensis (isolado 22) e B. cereus
(isolados 154 e 178) crescida em meio NB (Nutrient Broth) com triptofano 32

Figura 11. Estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato inorganico em meio NBRIP contendo
Caz(PO4)2 como fonte de fosforo. (A) Estirpe PAL 5 (controle); (B) Isolado 11; (C) Isolado 25.
(a) Halo de solubilizacao de fosfato inorganico; (b) Colonia bacteriana 33

Figura 12. Estirpes bacterianas solubilizadoras de zinco em meio NBRIP contendo ZnO como
fonte de zinco. (A) Estirpe PAL 5 (controle); (B) Isolado 2; (C) Isolado 20. (a) Halo de

vii



solubilizacdo de zinco; (b) Colonia bacteriana 33

Figura 13. Exemplos de estirpes bacterianas com atividade proteolitica. (A) Estirpe PAL 5
(controle); (B) Estirpe S76; (C) Isolado 17; (D) Isolado 25; (E) Isolado 40; (F) Isolado 51; (G)
Isolado 146; (H) Isolado 154; (I) Isolado 178; (J) Isolado 38 C. (a) Halo de degradagdo da
proteina do leite; (b) Colonia bacteriana 35

Figura 14. Aspecto visual de plantas de tomateiro 15 dias apds o transplantio para copos
contendo substrato contaminado com as ragas 1 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. (A) raca 3

(cultivar Perinha) (B) raga 3 (cultivar Carolina) (C) raca 1 (cultivar Perinha) (D) raca 1 (cultivar
Carolina) 38

viii



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Producdo de tomate por regido e por unidades de federagdo - junho/2015 3

Tabela 2. Similaridade filogenética das estirpes bacterinas isoladas do liquido do apolasto de
plantas de cana-de-actcar e a capacidade funcional de producdo de auxina, solubilizagdo de
fosfato inorganico e zinco avaliada in vitro 11

Tabela 3. Caracteristicas das sementes usadas no ensaio de selecdo de genotipos de tomateiro
suscetiveis as ragas de F. oxysporum f. sp. lycopersici 16

Tabela 4. Origem das bactérias endofiticas do género Bacillus utilizadas no experimento em casa
de vegetacdo para avaliacdo do potencial de controle da raga 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

quando inoculadas em tomateiro cultivados em substrato na presenca do fungo 17
Tabela 5. Similaridade filogenética das estirpes bacterinas isoladas de tomateiros cultivados na
regido de Nova Friburgo, RJ 22
Tabela 6. Atividade antagénica das estirpes bacterianas as trés racas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici avaliada quatro dias apos a inoculacao (método de acao indireta) 26
Tabela 7. Atividade antagonica das estirpes bacterianas as trés racas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici avaliada seis dias ap0ds a inoculagao (método de agdo direta) 29
Tabela 8. Resultado sumarizado das caracteristicas funcionais das estirpes bacterianas 36

Tabela 9. Extensdo da colonizacdo das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici nos
genotipos de tomateiro Carolina, Débora Plus, Perinha e Santa Clara Miss Brasil avaliadas 15
dias ap6s o transplantio para substrato contaminado 38

Tabela 10. Analise do comprimento das hastes e porcentagem de infec¢do de plantas de tomateiro
da variedade Perinha crescidas em substrato infestado com a raga 1 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici 40

Tabela 11. Caracteristicas de biocontrole e promogao de crescimento das bactérias selecionadas
no ensaio com a raga 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici para os ensaios de antagonismo contra
as racas 2 e 3 do fungo 42

Tabela 12. Anélise do comprimento da haste e porcentagem de infec¢do de plantas de tomateiro
da variedade Perinha crescidas em substrato infestado com a raga 2 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici 44

Tabela 13. Andlise do comprimento das hastes e porcentagem de infec¢do de plantas de tomateiro
da variedade Perinha crescidas em substrato infestado com a raga 3 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici 45

Tabela 14. Analise de acimulo de massa fresca de tomateiros crescidos na presenca e auséncia
das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici 46

Tabela 15. Bactérias selecionadas de acordo com caracteristicas funcionais, promogao de
crescimento e controle das ragas de F. oxysporum f. sp. lycopersici 48

ix



SUMARIO

1 INTRODUCAO 1
2 OBJETIVOS 1
2.1 Objetivo Geral 1
2.2 Objetivos Especificos 1
3 REVISAO DE LITERATURA 2
3.1 Tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) 2
3.2 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 4
3.3 Murcha-de-fusario 5
3.4 Mecanismos de Defesa da Planta 6
3.5 Medidas de Controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici 7
3.6 Microorganismos Antagonicos 8
4 MATERIAL E METODOS 9
4.1 Microorganismos e Formas de Cultivo 11
4.1.1 Bacillus sp. originarios do liquido do apoplasto de plantas de cana-de-agucar 11
4.1.2 Bactérias originarias de tomateiro 11
4.1.2.1 Caracterizagdo polifasica das bactérias isoladas de tomateiro e de plantas de cana-de-
agucar 12
a) Coloragao de Gram 12
b) Extracdo de DNA e sequenciamento da subunidade 16S RNAr 12
c¢) Avaliacao da capacidade antagdnica das estirpes de Bacillus contra as ragas de F. oxysporum f.
sp. lycopersici 13
c.1) Acado indireta: producao de compostos volateis 13
c.2) Agao direta: método de estrias paralelas 13
4.1.2.2 Atividades funcionais das estirpes bacterianas — in vitro 14
a) Atividade celulolitica 14
b) Produgao de indol 14
¢) Solubilizagado de fosfato e zinco in vitro 14
d) Atividade proteolitica 15
4.1.3 F. oxysporum f. sp. lycopersici 15
a) Crescimento dos fungos 15
b) Selecdo de gendtipos de tomateiro suscetiveis a F. oxysporum f. sp. lycopersici 15
4.2 Inoculagdo de Substrato com as Ragas de F. oxysporum ft. sp. lycopersici 16

4.3 Selecdo das Estirpes com Atividade Antagonica as Ragas de F. oxysporum f. sp. lycopersici
16

4.4 Analise Estatistica 19
5 RESULTADOS E DISCUSSAO 19
5.1 Isolamento de Bactérias de Tomateiro Cultivados em Areas Produtoras de Nova Friburgo - RJ
com Incidéncia de F. oxysporum f. sp. lycopersici 19
5.2 Identificagdo de Bactérias - Coloracao de Gram e Preservacao 20
5.3 Sequenciamento da Subunidade 16S RNAr dos Isolados Bacterianos Originarios de

Tomateiro 21

5.4 Resposta Antagonica das Estirpes Bacterianas as Racas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici em Testes in vitro 26



5.4.1 Agao indireta: produgdo de compostos volateis 26

5.4.2 Agao direta: método de estrias paralelas 28
5.5 Caracteristicas Funcionais das Estirpes Bacterianas 31
5.5.1 Atividade celulolitica 31
5.5.2 Produgao de compostos indolicos 32
5.5.3 Solubilizacdo de fosfato inorganico e zinco in vitro 33
5.5.4 Atividade proteolitica 34
5.6 Selecao de Gendtipo de Tomateiro Suscetivel a F. oxysporum f. sp. lycopersici 37
5.7 Efeito da Inoculacdo de Bactérias em Tomateiro da Variedade Perinha ¢ Avaliagdo da
Protecao as Racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici 39
6 CONCLUSOES 50
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 51
ANEXOS 61
ANEXO I - Preservacio de bactérias isoladas de tomateiro 61
a) Preservacio em glicerol 10% 61
b) Preservaciao em 6leo mineral 61
ANEXO II - Curva de calibrac¢io de auxina (uM.mL™") 62

ANEXO III - Avaliacao das caracteristicas funcionais das estirpes bacterianas 63



1 INTRODUCAOL

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) ¢ uma das olericolas mais produzidas e
comercializadas mundialmente, sendo uma cultura importante para a economia mundial. A
tomaticultura no Brasil apresenta grande potencial de produgdo, mas estd sujeita a diversos
problemas fitossanitarios ocasionados por fungos, bactérias, virus e nematoides que acometem a
producdo. O fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici apresenta grande destaque entre os
fitopatogenos causadores de doengas bidticas, causando a doenga conhecida como murcha-de-
fusario (SOUZA et al., 2010). Este fungo pode permanecer viavel nas areas de cultivo de
tomateiro durante varios anos devido a produgdo de estruturas de resisténcia, os clamidosporos
(MICHEREEFF et al, 2005).

A espécie F. oxysporum f. sp. lycopersici ¢ agrupada em trés ragas fisiologicas, sendo
divididas de acordo com a habilidade em infectar e causar doenca em cultivares diferenciadoras
contendo diferentes loci de resisténcia (SOUZA et al., 2010). J& se sabe que no Brasil as racas
fisioldgicas 1 e 2 estdo amplamente distribuidas e a raga 3 foi relatada nos estados do Espirito
Santo (REIS et al., 2005) e Rio de Janeiro (REIS e BOITEUX, 2007).

O controle preventivo da murcha-de-fusario ¢ uma das medidas de controle mais eficazes
para que nao haja comprometimento da producdo, como por exemplo, uso de sementes e mudas
sadias, limpeza eficaz de maquinéarios utilizados na area de cultivo, uso de agua para irrigacao
isenta de in6culos etc. No entanto, quando o fungo ja se encontra estabelecido na area de cultivo
deve-se buscar alternativas que desfavorecam o fitopatdogeno e que evitam a disseminacdo de
fontes de inoculo, como arranquio e eliminagdo de plantas infectadas, evitar movimentagdo de
solo, proceder a limpeza de ferramentas e o manejo da fertilidade do solo. Outras alternativas sao
a rotagdo de culturas, a solarizagdo, o uso de cultivares resistentes a raga mais predominante na
area de cultivo e o controle bioldgico com microorganismos que apresentam atividade antagdnica
ao fungo.

Diversos estudos estdo sendo realizados visando um controle efetivo de F. oxysporum f.
sp. lycopersici devido ao aparecimento de novas racas deste fitopatdogeno nas regides produtoras
de tomate, o que dificulta seu controle utilizando métodos de controle como o controle quimico,
uso de cultivares resistentes e pelas grandes perdas que a murcha-de-fusario esta causando para
os produtores. Portanto, o controle do fitopatdgeno através de agentes biolodgicos € uma estratégia
que podera contribuir para a redugdo das perdas na cultura do tomateiro.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Selecionar bactérias endofiticas do género Bacillus que promovam o desenvolvimento de
tomateiro cultivados em substrato infestado com as racas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici.

2.2 Objetivos Especificos

- Isolar bactérias do género Bacillus presentes no interior dos tecidos de raizes e hastes de
tomateiro cultivadas na regido de Nova Friburgo (RJ), onde ha ocorréncia de F. oxysporum f. sp.
lycopersici.

- Caracterizar taxonomicamente (16S RNAr) e funcionalmente (capacidade de produzir indol,



capacidade de produzir compostos volateis, capacidade antagdnica, capacidade de solubilizar
fosfato e zinco in vitro, atividade celulolitica e proteolitica) as estirpes isoladas de tecidos
internos de tomateiro.

- Avaliar a patogenicidade das racas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici sobre gendtipos
de tomateiro.

- Selecionar estirpes do género Bacillus com potencial de controle das trés racas de F. oxysporum
f. sp. lycopersici em tomateiro cultivados em substrato contaminado com o fungo em condigdes
de casa de vegetacao.

3 REVISAO DE LITERATURA[]
3.1 Tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.)

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) ¢ uma dicotiledonea pertencente a familia
Solanaceae. E uma planta perene de porte arbustivo, sendo cultivada anualmente, mas que pode
permanecer na forma vegetativa durante anos (MAROTO, 1994). O tomateiro ¢ uma planta
autdgama e possui flores hermafroditas ou perfeitas, com ovario stipero e regular. As flores ficam
agrupadas em inflorescéncias racemosas e em um mesmo ramo floral € possivel observar frutos e
flores abertas (JARAMILLO, 2007).

O toamteiro pode apresentar crescimento determinado ou indeterminado. No primeiro
caso os ramos florais apresentam periodo de floracdo limitado, plantas com esse tipo de
crescimento sdo normalmente utilizadas quando os frutos produzidos tem como destino a
industria, a colheita ¢ realizada uma vez. No caso de plantas com crescimento indeterminado a
floracdo ocorre de forma continua e o fruto ¢ geralmente destinado ao consumo in natura
(KINET e PEET, 1997).

O cultivo do tomateiro pode ser realizado de duas maneiras, dependendo do tipo de
crescimento que a planta apresenta. O sistema tutorado ¢ realizado no caso do cultivo de plantas
que apresentam crescimento indeterminado ou semi-determinado. O ndo tutoramento ¢ optado
quando se usa cultivares de crescimento determinado (MAKISHIMA e MELO, 2004).

Esta olericola teve como centro de origem a costa oeste da América do Sul, que
compreende o Equador, Colombia, Peru, Bolivia e norte do Chile. A domesticagdo do tomateiro
ocorreu no México (ALVARENGA, 2004), se encontrando amplamente distribuida no mundo
devido sua adaptagdo climatica. O tomateiro se desenvolve bem em amplo espectro de latitude,
tipos de solos, temperaturas e métodos de cultivo, sendo o ambiente quente, com boa iluminagao
e drenagem os mais adequados para o seu cultivo (ALVARENGA, 2004). O desenvolvimento do
tomateiro ¢ favorecido em regides com altitude entre 500 e 900m, podendo ser plantado o ano
inteiro, ja em regides com altitude inferior a 300m, o plantio deve proceder preferencialmente no
inverno (SILVA et al., 2007).

O tomateiro pode tolerar temperaturas entre 10 e 34°C, mas cabe ressaltar que
temperaturas proximas aos limites inferior e superior podem levar a problemas na produgdo de
polen e no desenvolvimento da planta, como crescimento reduzido, coloragdo amarelada de
frutos e formagao de frutos ocos. O tomateiro ¢ exigente em agua, mas a agua em excesso €
umidade relativa alta favorece o desenvolvimento de microorganismos causadores de doengas nas
plantas e frutos, além de limitar o crescimento do sistema radicular em solos mal drenados, o que
torna a planta menos eficiente na absor¢ao de nutrientes (EMBRAPA Hortalicas, 2006).

Segundo dados apresentados pela Organizagcdo das Nagdes Unidas para a Agricultura e
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Alimentagio - FAOStat (2013), o maior produtor mundial de tomate é a China, seguido da India,
Estados Unidos, Turquia, Egito e o Brasil em nono lugar. Em estudo realizado no Levantamento
Sistematico de Produ¢do Agricola pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2015) o Brasil apresentou em junho de 2015 uma produg@o de aproximadamente 3,7 milhdes de
toneladas em 57 mil hectares.

Dentre as regides brasileiras, as que apresentaram maior destaque na producao de tomate
até junho de 2015 foram a regido Sudeste, que ¢ a regido mais produtora de tomate do Brasil
contribuindo com producao de 1,56 milhdes de toneladas e em segundo lugar a regido Centro-
Oeste, que também colabora com produ¢do de tomate de 975,9 mil toneladas (Tabela 1). Os
estados brasileiros que mais se destacaram na produgdo de tomate na safra de 2015 foram Goias,
com 934,8 mil de toneladas, Minas Gerais com 656,1 mil toneladas e Sao Paulo com 568,8 mil
toneladas (Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de tomate por regido e por unidades de federagdo - junho/2015

Regido Estado Total por UF (ton) Total por Regido (ton)
Norte Ror,alma 3779 13 485
Para 9706
Maranhéo 4330
Piaui 2726
Ceara 128 590
Rio Grande do Norte 5226
Nordeste  Paraiba 17 200 512 893
Pernambuco 94 441
Alagoas 9532
Sergipe 2 565
Bahia 248 283
Minas Gerais 656 116
Espirito Santo 155208
Sudeste Rio de Janeiro 188 471 1568 661
Sao Paulo 568 866
Parana 208 723
Sul Santa Catarina 180 054 610 628
Rio Grande do Sul 221 851
Mato Grosso do Sul 2 870
Centro- Mato Grosso 9259
Oeste Goias 934 850 975 974
Distrito Federal 28 995

Fonte: IBGE. Levantamento Sistematico da produgdo Agricola, junho/2015

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica o Rio de Janeiro ¢
o sétimo maior produtor de tomate do Brasil (Tabela 1). O municipio de Sao José de Uba foi o
maior produtor de tomate do Estado do Rio de Janeiro como mostra levantamento realizado em
2009 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, citado por Pesagro-Rio (2012), seguido



do municipio de Cambuci, Paty do Alferes, Itaperuna, Bom Jardim, Santo Antonio de Pédua,
Nova Friburgo, Sumidouro, Sdo Sebastido do Alto e Sao José do Vale do Rio Preto. A producao
de tomate no Estado do Rio de Janeiro tem como destino o mercado para consumo in natura.

(PESAGRO-Rio, 2012).
3.2 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici € um fungo pertencente ao filo Ascomycota, classe
Ascomycetes e ordem Hypocreales. Os fungos pertencentes a espécie F. oxysporum apresentam
morfologia similares, sendo o F. oxysporum f. sp. lycopersici separado devido as suas adaptagdes
fisiologicas e patoldgicas ao tomateiro (CORRELL, 1991). Este fungo coloniza o solo e ocorre na
rizosfera de muitas espécies de plantas (OLIVAIN e ALABOUVETTE, 1999), podendo vir a
induzir a murcha vascular, ou também conhecida murcha-de-fusario, em tomateiro.

O F. oxysporum f. sp. lycopersici apresenta micélio septado e as colonias sdo pouco
coloridas no inicio do desenvolvimento, ficando amarela palida com a idade, mas sob
determinadas condigdes, adquire coloragao rosa palida ou purpura (VALE et al., 2000)

Esta espécie de fungo produz quatro tipos de inoculos, o micélio, os microconidios, os
macroconidios e os clamidosporos (MICHEREFF et al, 2005). A estrutura de resisténcia de F.
oxysporum ft. sp. lycopersici sao os clamidosporos. Estas estruturas apresentam paredes espessas,
duplas e rugosas, formato globoso e podem ser formadas isoladamente ou nas extremidades de
conidioforos ou intercalados nas hifas ou nos macroconidios (LESLIE ¢ SUMMERELL, 2006).
Os clamidosporos de F. oxysporum podem ter uma ou duas células (KUROZAWA ¢ PAVAN,
2005), e sao resultantes da transformacdo das hifas (VALE et al, 2000). O fungo pode
permanecer viavel no solo por anos devido a producao de clamidésporos (REIS e LOPES, 2007).

O processo de entrada do fungo na planta e infeccdo ocorre quando os clamidosporos
germinam sobre as raizes da planta hospedeira e o tubo germinativo penetra a superficie do
hospedeiro. A entrada do patdégeno na planta também pode ocorrer em consequéncia de
ferimentos e através de aberturas naturais (NELSON, 1981). No tecido vegetal, as hifas se
aderem as células epidermais e corticais e estas sdo penetradas por hifas constritas que causam
degradacao local da parede celular (BECKMAN, 1987). No entanto, a entrada do patégeno na
planta ndo significa que a mesma serd infectada, este processo depende dos mecanismos de
resisténcia do hospedeiro e de ataque do fungo (TOYODA et al., 1988). As hifas instaladas no
interior da planta hospedeira crescem seguindo os vasos do xilema, ocorrendo bloqueio dos vasos
e limitando a passagem de dgua e minerais para a parte aérea levando ao sintoma de murcha
(BECKMAN, 1987).

O fungo F. oxysporum f. sp. Ilycopersici ¢ agrupado em trés ragas fisiologicas,
denominadas ragas 1, 2 e 3 sendo esta classificacdo dependente das habilidades que o fungo
apresenta em infectar e causar doenga em uma série de cultivares de tomate que possuem genes
em diferentes loci de resisténcia (SOUZA et al., 2010). O conhecimento dessa variabilidade
dentro da espécie ¢ fundamental para adogdo de medidas de controle ¢ melhoramento genético
(JULIATTTI et al., 1994; SANTOS, 1996). Segundo Vale et al. (2004), todas as racas fisioldgicas
do patdgeno ja se encontram estabelecidas no Brasil.

O desenvolvimento do fungo ¢ favorecido em solos acidos, pobres, com deficiéncia de
calcio e deficiéncia hidrica (KUROZAWA e PAVAN, 2005). Segundo Lopes et al. (2003), solos
com alta infestacdo de nematdides também podem contribuir para o aumento da severidade da
doenca em decorréncia dos ferimentos causados nas raizes, que servem de porta de entrada para o
patogeno.

Os fungos de solo sdo em geral mais dificeis de serem controlados e por isso 0 manejo
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pelo principio da exclusdo deve ser considerado, a fim de evitar o aparecimento do fungo em
areas que ainda nao foram relatados problemas fitossanitarios (COSTA et al., 2007).

Alguns autores relatam que a patogenicidade de F. oxysporum f. sp. lycopersici em
tomateiro estd associada a producao de uma toxina denominada acido fusarico (GAUMANN,
1957). Segundo Tamari e Kaji (1954), esta toxina aumenta a permeabilidade das membranas do
hospedeiro suscetivel, resultando em alteragdes no equilibrio i6nico e perda de eletrolitos pelas
células (TAMARI e KAIJIL, 1954). J4 se sabe que algumas bactérias, como Cladosporium
werneckii, Pseudomonas cepacia e P. solanacearum, sdo capazes de hidrolisar o acido fusarico
produzido por fungos do género Fusarium, evitando assim os danos que este fungo pode
ocasionar, permitindo a ativagao de mecanismos de defesa (GLICK e BASHAN, 1997).

3.3 Murcha-de-fusario

A murcha-de-fusario ¢ uma doenca vascular monociclica, causada pelo fungo F.
oxysporum f. sp. lycopersici, que limita a produgdo de tomate, por ocasionar morte das plantas
quando em estado avangado. Segundo Deslandes (1940), a primeira constatagdo da murcha-de-
fusario em tomateiro no Brasil ocorreu em 1938, no municipio de Pesqueira, Sertdo de
Pernambuco. Hoje esta doenca estd amplamente distribuida nas areas produtoras de tomate.
(REIS et al., 2005). Em geral, as murchas vasculares sdo doengas em que o sistema vascular fica
obstruido, limitando a translocagdo de agua no interior da planta, o que leva aos sintomas de
murcha e consequentemente a morte da planta (MICHEREFF et al., 2005). Segundo Wheeler e
Rush (2001), a obstrucdo do sistema vascular da planta, impedindo o transporte de agua via
xilema, se deve ao crescimento do fungo no interior do sistema vascular e a producao de toxinas
pelo fungo.

Os sintomas de murcha-de-fusario podem ser observados em plantulas. No entanto, sdo
mais frequentes apos o inicio da floragdo (WHEELER e RUSH, 2001; KUROZAWA e PAVAN,
2005) e levam de trés a cinco semanas para progredir até o apice do tomateiro (MICHEREFF et
al., 2005).

Apds o estabelecimento da doenga na planta, os sintomas decorrentes da infeccdo do
fungo sdo amarelecimento das folhas a partir das mais velhas, seguido de murcha da planta
(LOPES & SANTOS, 1994). No inicio da manifestacao da doenga, a murcha ocorre nos periodos
mais quentes do dia, até que este processo se torna irreversivel com o progresso da doenga
(VALE et al., 2000). Os sintomas de murcha aparecem inicialmente nas folhas basais, que
perdem turgidez e ficam amareladas, apresentando crestamento do limbo e caindo por
consequéncia. No entanto, os sintomas podem se manifestar de formas diferentes quando as
plantas sdo cultivadas no viveiro ou no campo. No caso de plantas de viveiro, ocorre o
clareamento das nervuras das folhas e curvamento dos peciolos, e em plantas do campo ocorre o
amarelecimento das folhas no inicio de frutificagdo (VALE et al., 2004). Segundo Nelson (1981),
o escurecimento de vasos condutores, observado a partir do corte transversal de raizes e/ou caules
doentes, ¢ um indicativo da presenca do patdogeno na planta. O escurecimento ocorre devido a
necrose dos tecidos que compdem o sistema vascular da planta e por este motivo o crescimento
da planta infectada pode ser mais retardado do que de uma planta sadia.

Segundo Kurozawa e Pavan (2005), temperaturas entre 21 e 33°C favorecem o
desenvolvimento da doenga, sendo o 6timo desenvolvimento em temperatura de 28°C e mais
severa e rapida quando em temperaturas entre 27 ¢ 30°C (KUROZAWA e PAVAN, 2005). A
presenca de nematoides, como por exemplo, Meloidogyne spp. pode tornar a doenca ainda mais
severa (WHEELER e RUSH, 2001).



3.4 Mecanismos de Defesa da Planta

A todo o momento as plantas estdo sujeitas a ataques de fungos, nematdides, virus,
insetos, acaros, bactérias e outros organismos. Desta forma, os vegetais precisam dispor de
algumas formas de protecdo, como por exemplo, a producdo de metabolitos secundérios. Esses
metabdlitos ndo apresentam fun¢do direta no crescimento e no desenvolvimento do vegetal, mas
sdo extremamente importantes no mecanismo de defesa das plantas e sdo divididos em trés
grupos principais de metabolitos secundarios, os terpenos, os compostos fendlicos e os
compostos nitrogenados (SANTAREM, 2004).

Segundo Santarém (2004), os terpenos constituem o maior grupo de compostos
secunddarios e sdo, em geral, insoluveis em 4gua e sintetizados a partir da acetil Co-enzima A ou
de intermediarios glicoliticos. Os terpenos sdo produtos toxicos contra insetos e alguns
mamiferos herbivoros. Exemplos de terpenos sdo os piretrdides, 6leos essenciais, limonoides,
saponinas, fitoecdisonas e os cadernolideos. Os compostos fenolicos agem como compostos de
defesa contra herbivoros e patogenos. A maioria dos compostos fendlicos ¢ derivada da
fenilalanina, produto da rota do acido chiquimico. Exemplos de compostos fendlicos sao
flavondides, lignina, antocianina, taninos e isoflavondides. Alguns compostos nitrogenados
também fazem parte do mecanismo de defesa dos vegetais contra herbivoria como os alcaloides,
os glicosideos cianogénicos, os glucosinolatos e os aminoacidos nao-protéicos (SANTAREM,
2004).

Os metabolitos secundérios sdo em geral produzidos apds o ataque do inseto ou apds a
infeccdo provocada pelos patdogenos. Segundo Santarém (2004), quando os tomateiros sao
atacadas por insetos herbivoros podem produzir algumas proteinas que interferem no sistema
digestivo do inseto, sendo os inibidores de proteases as proteinas mais conhecidas produzidas
pelas planas. No momento em que a planta ¢ atacada pelo inseto ¢ iniciada a sintese de
prosistemina na regido da lesdo causada pelo inseto. O processamento de prosistemina produz a
sistemina, que ¢ um peptideo de acdo hormonal. As células danificadas liberam a sistemina no
apoplasto, que ¢ transportada via floema e se liga a um receptor na membrana plasmatica,
desencadeando a biossintese de acido jasmonico. Esse hormonio ativa genes que codificam os
inibidores de proteases, ocorrendo bloqueio da acdo de enzimas proteoliticas, como tripsina e
quimotripsina, o que impede a digestdo das proteinas ingeridas pelo inseto. A ndo digestao de
proteinas no trato digestivo do inseto faz com que as taxas de crescimento e desenvolvimento do
inseto sejam reduzidas (SANTAREM, 2004). O ataque do inseto ao desencadear essa rota de
sinalizacdo e consequentemente de producdo de inibidores de proteases faz com que toda a
planta, assim como plantas proximas a planta atacada, apresente esse mecanismo de defesa. Isso
ocorre porque o acido jasmonico ¢ um composto volatil, sendo disperso para outras plantas.
Outro mecanismo de defesa das plantas ¢ a resposta de hipersensibilidade, em que as células
proximas ao local de infec¢do morrem (SILVA et al., 2006), impedindo que o microorganismo se
desenvolva devido a falta de nutrientes. A resposta de hipersensibilidade pode levar a produgao
de espécies reativas de oxigénio que sintetizam compostos toxicos devido a redugdo de oxigénio.
No entanto, esse mecanismo de defesa ¢ eficaz apenas contra agentes patogénicos biotrdficos, ou
seja, aqueles que dependem de células hospedeiras vivas para a sobrevivéncia (RICHAEL e
GILCHRIST, 1999).

Alguns vegetais produzem fitoalexinas proximo ao local de infec¢do. Apds o ataque do
microorganismo, ocorre a transducdo de RNA em enzimas para a sintese de fitoalexinas. As
respostas da planta ao ataque do patdgeno ocorrem apds o reconhecimento de substincias
liberadas pelos patdgenos, como por exemplo, peptideos, proteinas, estertis, fragmentos de
polissacarideos presentes na parede celular do fitopatdogeno, membrana externa, secre¢des etc.
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Essas substancias sdo chamadas de eliciadores e o reconhecimento dos mesmos pelas plantas,
através dos sitios de reconhecimento, ativam rotas de sinalizacdo levando as diferentes formas de
defesa da planta. Apos a ativacdo dos genes de resisténcia pode ocorrer mudanga transitoria na
permeabilidade da membrana plasmatica, ou seja, ocorre estimulo para entrada de ions Ca*? e H*
e saida de K* e CI". A entrada de Ca*? nas células ativa as reagdes oxidativas, agindo diretamente
na defesa da planta, além de outros compostos como proteinas quinases, acido jasmdnico e acido
salicilico desencadeando mecanismo de resisténcia sistémica adquirida (SANTAREM, 2004).
Segundo Vera-Estrella et al. (1994), o mecanismo de resposta a agentes patogénicos em
tomateiro envolve a ativagdo de fosfatases que desfosforilam residuos da membrana plasmatica
(ativando H" "ATPase), que ¢ uma das etapas que ocorrem na sinalizag¢do para defesa da planta.

3.5 Medidas de Controle de F. oxysporum {. sp. lycopersici

O controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici ¢ dificil, visto que este fitopatogeno habita o
solo e penetra na planta através do sistema radicular. A dificuldade de controle deste fitopatogeno
também esta relacionada a produgdo de clamidosporos (estruturas de resisténcia) que permite a
viabilidade do fungo no solo durante anos. Em areas onde ndo foi relatado ocorréncia da murcha-
de-fusério, o mais importante ¢ impedir a entrada do fitopatdgeno na area de cultivo, baseando-se
no manejo pelo principio da exclusdo (COSTA et al., 2007). Desta forma devem ser adotadas
medidas preventivas, como o uso de sementes ¢ mudas sadias e livres de qualquer fonte de
indculo, proceder limpeza adequada dos maquinarios que serdo utilizados na area de cultivo,
limpeza de ferramentas, botas e roupas utilizadas pelos trabalhadores, utilizar agua de irrigacao
livre de fonte de indculo e que ndo tenham como origem areas contaminadas pelo fungo etc. A
partir do momento que o fitopatdogeno ja se encontra estabelecido na area de cultivo, devem ser
adotadas medidas que irdo desfavorecer a disseminacdo do fungo na area, como por exemplo,
evitar a movimentacdo do solo, realizar o arranquio de plantas infectadas e erradicagdo das
mesmas através da queima. No entanto, para que este método de controle se torne eficaz € preciso
que todos os produtores de tomate tomem esta medida de maneira conjunta (VALE et al., 2004).
Além dessas medidas de controle, as medidas culturais de manejo da fertilidade do solo
influenciam muito no desenvolvimento do fitopatdogeno no solo. A pratica de calagem e
disponibilizacdo de matéria organica no solo desfavorecem o desenvolvimento do fitopatogeno
(BECKMAN, 1987).

O controle através da solarizagdo ¢ bastante eficaz para a maioria dos fitopatdogenos.
Porém, estudo realizado por Wong et al., (2011) mostrou que o controle do fungo F. oxysporum f.
sp. lycopersici nao foi efetivo empregando a solarizagdo na cultura do tomateiro, visto que a
temperatura atingida pela solariza¢do ndo afetou a sobrevivéncia do fungo (WONG et al., 2011).
A rotagdo de culturas (CURL, 1963) também pode ser empregada para controle da doenga. No
entanto, o periodo de rotacdo deve ser longo ja que o fungo permanece viavel por muitos anos no
solo através de estruturas de resisténcia.

Outra alternativa seria o uso de cultivares resistentes a raga do fitopatdogeno predominante
na area de cultivo (NASCIMENTO et al., 1995; REIS et al., 2005), porém o surgimento de novas
racas do patogeno dificultam o processo de melhoramento de cultivares. O controle quimico com
fungicidas também pode ser adotado (GOULART, 2002), mas ainda ¢ inviavel do ponto de vista
econdmico (BLANCARD, 1996) além de causar danos ambientais, ao homem e aos animais
(GHINTI, 2001).

Como as medidas hoje conhecidas para controle deste fitopatégeno ainda ndo sao
totalmente eficazes, diversos estudos tem sido realizados visando o controle biol6gico como uma
forma alternativa, eficaz e viavel no controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici. No entanto, cabe
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ressaltar que todas as medidas de controle devem estar envolvidas em um programa de manejo
integrado para um controle mais efetivo, visando a exclusdo, erradicagdo e protecdo da area de
cultivo (KUROZAWA e PAVAN, 2005).

3.6 Microorganismos Antagonicos

O uso de bactérias do género Bacillus que possuem atividade antagonica ao fungo
causador da murcha-de-fusario tem se mostrado uma maneira eficaz no controle desta doenga.

Diversas espécies de Bacillus sdo antagonistas de fungos fitopatogénicos podendo ser
usadas em programas de controle bioldgico (ANGONESE et al., 2009; SCHISLER et al., 2004;
WILHELM et al., 1998, WULFF et al., 2002). Segundo Petras e Casida (1985), bactérias do
género Bacillus conseguem permanecer viaveis mesmo quando estocadas por longos periodos.
Desta forma, apresentam grande potencial de uso como agentes de biocontrole.

Como descrito por Nascimento (2009) e Rocha e Moura (2013), bactérias do género
Bacillus, como B. cereus, B. polymyxa, B. lentus, Bacillus sp. e B. pumilus, mostraram-se
eficazes no controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici, promovendo inibi¢do do crescimento
micelial do fitopatdgeno. Ja os autores Prashar et al. (2013), relataram que a bactéria Bacillus
subtilis, isolada da rizosfera de plantas saudaveis de tomateiro, apresentou metabolismo
antagonico a F. oxysporum em testes in vitro, devido a produgdo de metabolitos antifingicos,
cianeto de hidrogénio e amonia. Isolados de Streptomyces sp. também reduziram a incidéncia de
murcha-de-fusario, causada por F. oxysporum f. sp. lycopersici (ROCHA e MOURA, 2013).

Alguns autores relataram o uso de microorganismos antagénicos a diversos patogenos de
doengas de importancia econdmica, como Shiomi (2007) observou a atividade antagdnica de B.
subtilis, B. lentimorbus e Streptomyces sp. aos fungos Phytium aphanidermatum, F. moniliforme,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, e o fungo foliar Exerohilum turcicum. Rocha e Moura
(2013) observaram que o isolado de Pseudomonas sp. foi capaz de reduzir incidéncia de murcha
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum enquanto que Bacon et al., (2001) relataram que
a bactéria endofitica B. subtilis foi capaz de reduzir os niveis de micotoxinas acumuladas nas
sementes de milho por F. moniliforme. Segundo Kupper et al. (2003), isolados de Bacillus sp.
inibiram o crescimento de Colletotrichum acutatum em condigOes de laboratdrio e nas condi¢des
de campo. Em batata-doce (Beta vulgaris L.) e tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), a
aplicacdo de B. subtilis reduziu a incidéncia de R. solani, Pythium sp. e outros patdgenos, além
disso estimulou a germinagdo, o crescimento e a produtividade das plantas (BALDOTTO et al.,
2010; RAUPACH e KLOEPPER, 1998).

Asaka e Shoda (1996) demonstraram que B. subtilis apresenta atividade in vitro contra
diferentes patdgenos de plantas através da producdo de antibidticos denominados iturina A e
sufactina, que sdo capazes de inibir o crescimento micelial de fungos. Assim como B. subtilis, o
B. cereus excreta a quitinase. A aplicagdo deste microorganismo no solo protegeu plantulas de
algodao contra doengas causadas por Rhizoctonia solani (PLEBAN et al., 1997). Zachow, Grosch
e Berg (2011), também identificaram microorganismos com forte potencial antagbnico a
Rhizoctonia solani. Esses micoorganismos pertencem ao género Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas e Stenotrophomonas e podem ser utilizados no controle bioldgico de R. solani
quando incorporado no solo ou aplicado a planta infectada pelo fungo.

A introducdo de bactérias antagdnicas no ambiente agricola pode induzir a supressividade
de fitopatdgenos causadores de doencas, prevenindo assim seu estabelecimento. Solos com
grande diversidade biologica apresentam maior capacidade de supressdao de patdgenos. Segundo
Bettiol et al. (2009), as bactérias mais estudadas em relacao a supressividade sdo as bactérias do
género Pseudomonas e Bacillus, sendo as bactérias B. pumilus e B. subtilis destaque na
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capacidade de inibicdo de bactérias e fungos fitopatogénicos. A supressividade ocorre por meio
de mecanismos envolvidos no controle bioldgico como antibiose, parasitismo, competicao,
predagdo ¢ indugdo de resisténcia do hospedeiro (BETTIOL et al., 2009). Desta forma, ¢
importante estimular o desenvolvimento e a multiplicacdo dos microorganismos antagénicos nos
ambientes agricolas, através da adocdo de praticas de manejo que irdo favorecer o
desenvolvimento dos antagonistas, a fim de suprimir o desenvolvimento de fitopatdgenos na area
de cultivo.

4 MATERIAL E METODOS

A figura 1 apresenta o fluxograma referente as metodologias utilizadas para o
desenvolvimento das diferentes etapas das pesquisas realizadas no presente estudo. Como pode
ser visto, os estudos envolvem uma parte de bactérias previamente isoladas do liquido do
apoplasto de cana-de-agucar e outra parte de novas bactérias obtidas de raizes e hastes de
tomateiro cultivados na regido de Nova Friburgo, RJ. Além disso, mostra os testes de
sensibilidade de variedades de tomate as ragas 1, 2 e 3 de fusario. As etapas do fluxograma
conduzem para a seleg¢do final de estirpes (identificadas taxonomicamente) capazes de inibir ou
reduzir o ataque dos fungos.



Plantas de tomateiro de area com
infestag@o do fungo (sadias e doentes)

Bactérias isoladas de Solubilizach
hastes e raizes de oliuloillizIEs
tomateiro ! de PieZn

Atividade Atividade
proteolitica celulolitica

Desinfestagao

N

k.

Pasteurizagao

Bactérias

liquido do apoplasto de
plantas de cana-de-agucar
Acio Indireta - Volateis Acao Direta - Estrias (MELO et al. — submetido)

Capacidade antagonica

Isolamento de bactérias (género Bacillus)

Colorag¢do de Gram

Selecdo de gendtipo de

tomateiro suscetivel ao fungo
Extragdo de DNA

PCR e sequenciamento (16S RNAr)

Selecdo de estirpes antagonicas ao fungo
inoculadas em tomateiro cultivado em casa
de vegetacao

(6leo mineral e glicerol 10%)

Figura 1. Fluxograma das diferentes etapas para o desenvolvimento das atividades de pesquisa descritas em material e métodos.
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4.1 Microorganismos e Formas de Cultivo

4.1.1 Bacillus sp. originarios do liquido do apoplasto de plantas de cana-de-acicar

Parte das estirpes bacterianas utilizadas nos ensaios foram isoladas do liquido do
apoplasto de plantas de cana-de-aglicar conforme protocolo estabelecido por DONG et al.,
(1994). Este isolamento foi realizado no laboratorio de Genética e Bioquimica da Embrapa
Agrobiologia a partir de variedades de cana-de-agucar cultivadas em 7 localidades do Brasil
(MELO et al., submetido). Em estudos prévios foi observado que algumas das bactérias isoladas
do liquido do apoplasto de plantas de cana-de-acucar apresentaram potencial de produgdo de
indols e de solubilizagdo de fosforo e zinco in vitro. Estas estirpes endofiticas foram identificadas
taxonomicamente como Bacillus e pré-testadas em tomateiro (Tabela 2).

Tabela 2. Similaridade filogenética das estirpes bacterinas isoladas do liquido do apolasto de
plantas de cana-de-actcar e a capacidade funcional de produg¢do de auxina, solubilizagdo de
fosfato inorganico e zinco avaliada in vitro.
Numero Similaridade filogenética baseada na sequencia parcial
Isolado  ou total da subunidade 16S rRNA

Indols® Pi® Zn®

3C Nao determinada + + +
8C Bacillus megaterium + - -
12C Bacillus cereus + - +
20C Bacillus megaterium + - +
21C Bacillus megaterium + - -
22C Bacillus megaterium + - +
23C Bacillus megaterium + - +
27C Bacillus megaterium + - +
28 C Bacillus megaterium + - +
32C Bacillus megaterium + - +
33C Bacillus megaterium + + +
36 C Bacillus megaterium + + +
38C Bacillus pumilus - - +
42C Paenibacillus taichungensis + + +
48 C Bacillus subtilis + - +

2 Producéo de indols

bSolubilizagdo de fosfato inorganico (Pi)

¢ Solubilizacao de zinco

Sinais: (+) fendtipo positivo e (—) fendtipo negativo.

4.1.2 Bactérias originarias de tomateiro

Estirpes bacterianas pertencentes ao género Bacillus foram isoladas das raizes e hastes de
tomateiro, produzidas em areas com presenca de Fusarium sp. no municipio de Nova Friburgo
(RJ). Para o isolamento destas bactérias foi realizada a esterilizagdo das plantas de tomateiro de
acordo com protocolo de Ddbereiner et al. (1995) que consiste em imergir as raizes e hastes das
plantas em solugdo de cloramina-T a 1% (C7H7CINNaO-S3H20) por um periodo de 15 minutos.
As raizes ¢ a hastes foram retiradas da solu¢dao de cloramina-T e colocadas em frascos contendo
agua destilada por 1/3 do tempo da exposi¢do a cloramina-T, esta etapa foi realizada duas vezes.
Em seguida, foram transferidas para frasco contendo solucdo tampao fosfato 0,05 M (pH 7,0) e
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lavadas em agua destilada estéril. Todos os procedimentos de desinfestacdo foram realizados em
capela para evitar possiveis contaminacdes € a ultima agua utilizada para lavagem foi plaqueada
em placas de Petri contendo meio de cultivo para verificar se a esterilizacdo foi satisfatoria. A
desinfestacdo da parte aérea e das raizes foi realizada separadamente. Apos a desinfestagdo, o
material vegetal foi macerado com um volume de dgua destilada e 1,0 mL dessa suspensao
passou por um processo de pasteurizacdo seguindo protocolo da World Health Organization
(1999), onde foi submetido a temperatura de 80°C durante 12 minutos seguido de incubacio no
gelo por cinco minutos. Aliquotas de 100 pL, 50 puL e 25 pL foram semeadas em placas de Petri
contendo meio LB (Luria Bertani Broth - 1 g de triptona, 0,5 g de extrato de levedura, 1 g de
NaCl e 15 g.L"! de agar adicionados a 1000 mL de 4gua destilada, pH 7,0) (SAMBROOK et al.,
1989) e incubadas a 30°C por 16 horas. As bactérias com caracteristicas morfoldgicas
semelhantes a bactérias do género Bacillus, tais como colonias brancas, grandes, com bordas
irregulares, opaco e aveludado (LOGAN e De VOS, 2009) foram isoladas e preservadas em
glicerol e em 6leo mineral (ANEXO I).

4.1.2.1 Caracterizacao polifasica das bactérias isoladas de tomateiro e de
plantas de cana-de-acucar

a) Coloracido de Gram

O teste de coloragdo de Gram foi realizado com o objetivo de confirmar se as bactérias
isoladas sao Gram-positivas ou Gram-negativas. Inicialmente as bactérias foram crescidas em
placas de Petri contendo meio BHI (Becton, Dickinson and Company®, USA, cat. # 237500 -
http://www.bd.com/resource.aspx?IDX=9103) s6lido por ser um meio bastante rico e incubadas a
temperatura de 30°C por 16 horas. Foi feito o esfregaco na lamina de vidro e para tal foram
colocadas duas gotas de dgua sobre a lamina e com o auxilio da al¢a de platina um pouco da
cultura, que foi misturada a dgua, deixando o esfregaco bem homogéneo. Apos a evaporacdo da
agua, o esfregaco foi fixado na lamina passando a mesma 3 vezes sobre a chama do Bico de
Bunsen. O esfregaco foi colorido colocando 1 mL das solugdes: 1°: Solucdo corante de cristal
violeta por 1 minuto; 2°: Solugdo de lugol por 1 minuto; 3°: Solucdo de entanol/acetona (o
esfregaco foi coberto com a solugdo e esta foi lavada com agua destilada); 4°: Solucao corante de
safranina por 30 segundos (Entre a aplicacdo de cada solu¢do a lamina foi lavada com agua
destilada com ajuda de um pissete). Apds a ultima lavagem o esfregaco foi seco com auxilio de
papel. Para observagao do esfregaco em microscopio oOtico (objetiva de imersao, aumento 100X)
este foi coberto com uma gota de 6leo de imersdao (GRAM, 1884). Para confirmar o fenotipo
variavel de GRAM, algumas estirpes foram amostradas em intervalos de 12 horas durante o
periodo de 72 horas de crescimento em meio BHI e analisadas conforme descrito acima.

b) Extracido de DNA e sequenciamento da subunidade 16S RNAr

Para proceder a extragdo do DNA das bactérias isoladas de tomateiro foi utilizado um kit
para extragdo de DNA gendmico (Wizard® Genomic DNA Purification kit, da marca Promega),
seguindo protocolo descrito no manual do fabricante. Apds a extragdo, o DNA das bactérias
foram quantificados utilizando o Qubit® (Qubit® Fluorometric Quantitation) e a concentra¢do foi
ajustada para 50 ng de DNA.uL!. A regido 16S RNAr foi amplificada por meio de reagdes em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando os iniciadores 27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG-3’) (FURUSHITA et al, 2003) e Amp2 (5’-AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA-3’)
(WANG et al., 1996). A PCR continha 50 ng de DNA, 1X buffer, 2,0 mM de MgCl, 0,2 mM de
dNTPs, 1,0 U Taq DNA polymerase e de 0,2 pMol de cada primer em um volume final de reacao
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de 50 pL. Essas reagdes foram incubadas no termociclador ependorf e as etapas de resfriamento e
aquecimento da rea¢do foram: temperatura de desnaturacao de 94°C por 3 minutos, seguida de 29
ciclos (94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento de 65°C por 1 minuto e 72°C por 1,5
minutos) e temperatura de extensdo final de 72°C por 5 minutos. O fragmento amplificado foi
avaliado em gel de agarose com concentragdo de 0,7% e a amostra amplificada foi sequenciada
no sequenciador automatico 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem®) do Laboratério de
Gendmica da Embrapa Agrobiologia. Apos o alinhamento das sequéncias, estas foram
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados (Genbank database -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando o programa BLAST-N (ALTSHUL et al., 1997) e
limitando a busca para sequéncias depositadas no banco de dados de 16S RNAr. Apos a
comparacdo das sequéncias com o banco de dados, as mesmas foram analisadas
filogeneticamente, utilizando o programa MEGA para construcdo da arvore filogenética
calculada utilizando o algoritmo Neighbor-Joining (NJ).

¢) Avaliacido da capacidade antagonica das estirpes de Bacillus contra as racgas
de F. oxysporum f. sp. lycopersici

c.1) Acdo indireta: produciao de compostos volateis

O controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici pelas bactérias isoladas de cana-de-acucar e
de plantas de tomate pela produgdo de volateis foi avaliada seguindo metodologia descrita por
Cordero et al. (2014). O meio de cultura utilizado foi o BDA (Batata-Dextrose-Agar) com pH
ajustado para 6,0. Um volume de 20 mL de meio de cultura BDA foi vertido em placas de Petri
descartaveis e, ap6s a solidificacdo do meio, uma faixa de um centimetro (da parte de maior
diametro da placa) de meio de cultura foi cortado e removido da placa com auxilio de um bisturi
estéril. Um pedago de micélio foi colocado sobre uma metade do meio de cultura e a estirpe
bacteriana foi semeada na outra metade, sem que houvesse contato entre ambos. As placas de
Petri foram imediatamente vedadas com Parafilme (Parafilm “M”®, Bemis® Flexible Packaging,
WI 54956) e incubadas a uma temperatura de 30°C. Quatro dias apos a inoculagdo foi realizada a
medi¢ao do tamanho da colonia fingica para verificar a inibi¢cdo de crescimento micelial devido a
possivel produg¢do de compostos volateis pelas estirpes bacterianas. Como controle positivo foi
usado uma placa de Petri contendo somente o fungo inoculado visando comparar o crescimento
micelial na presenca e auséncia da bactéria.

c.2) Acdo direta: método de estrias paralelas

A capacidade antagdnica das estirpes bacterianas também foi avaliada em placas de Petri
contendo o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) através do crescimento do fungo na
presenca das estirpes bacterianas. As estirpes bacterianas foram inicialmente cultivadas em placas
de Petri contendo meio BDA a 30°C durante 24 horas. Apods este periodo, as colonias foram
homogeneizadas com solugdo salina para se obter a mesma concentrag¢ao de indculo para todas as
estirpes utilizadas. As estirpes foram entdo semeadas sobre o meio BDA, fazendo-se duas estrias
paralelas equidistantes do fungo, sendo cada uma delas 20 mm de distancia do fitopatogeno e
didmetro total da placa de Petri de 90 mm. Os fungos foram inoculados no centro da placa, entre
as duas estrias das bactérias. As placas foram incubadas a 30°C durante 6 dias. Apds este periodo
o tamanho da colonia fingica foi medido com auxilio de um paquimetro digital e comparado com
o tamanho da colonia fingica quando crescida em placa na auséncia da bactéria.
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4.1.2.2 Atividades funcionais das estirpes bacterianas — in vitro
a) Atividade celulolitica

A atividade celulolitica das estirpes foi avaliada utilizando-se o método de iodine
conforme descrito por Kasana et al. (2008). Cerca de 5,0 uL de cultura crescida “overnight” foi
plaqueado em meio CMC agar (0,2% de NaNOs, 01% de KoHPO4, 0,05% de MgSOs4, 0,5% de
KCl, 0,2% de CMC forma sodica (carboximetilcelulose), 0,02% de peptone e 1,7% de agar) em
triplicata. As placas contendo as bactérias foram incubadas a 30°C durante o periodo de 48
horas. Apds a incubacgdo as placas foram inundadas com solu¢do de iodine (2,0 g de KI, 1,0 g de
iodine diluido em 300 mL de agua destilada) durante 3-5 minutos. O excesso de solugdo foi
drenado e a presenga de halo ao redor das colonias bacterianas indica resultado positivo para a
atividade celulolitica.

b) Producao de indol

As estirpes foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio NB (Nutrient
Broth - (g/L) 1 g de extrato de carne, 2 g de extrato de levedura, 5 g de peptona, 1 g de NaCl,
agua destilada em quantidade suficiente para 1000 mL, pH 6,0) suplementado com triptofano na
concentragao de 500 pg/mL (RADDADI et al., 2008), durante 72 horas a 30°C e 200 rpm no
escuro (tubos de ensaio envoltos com papel aluminio). A cultura crescida foi centrifugada a
10.000 rpm por 5 minutos e aliquotas de 150 pL do sobrenadante foram transferidas para
microplacas de poliestireno de 96 pocos com capacidade para 300 pL cada pogo. Em cada poco,
contendo o sobrenadante da cultura, foram adicionados 100 pL do reagente Salkowski (1 mL de
FeCl3.6H20 0,5 M + 50 mL de HCIO4 (35%)) (GORDON; WEBER, 1951). A reagdo foi mantida
no escuro durante 30 minutos a temperatura ambiente e para cada amostra foram feitas trés
repeticdes. A producdo de indols (AIA) foi considerada positiva para as reacdes que mostraram
mudancas na coloragdo da reagdo, sendo positiva (rosa) e negativa (transparente). A leitura da
absorbancia foi realizada através de espectrofotometro (A) (540 nm) para quantificacdo da
producdo de indols. Foi feito uma curva de calibragdo de auxina empregando método descrito por
Sarwar e Kremer (1995) para quantificagdo da producao de auxina pelas estirpes. Inicialmente foi
preparado uma solugdo de auxina sintético da marca Sigma na concentragdo de 10 mM, em
seguida foram feitas dilui¢cdes crescentes de 0 a 1000 uM de auxina para constru¢do da curva.
Aliquotas de 150 pL de cada diluicdo foram colocadas em microplacas de poliestireno com
capacidade de 300 pL cada poco. Cada dilui¢do foi transferida para os pogos em triplicatas.
Foram adicionados as diluigdes 100 pL do reagente Salkowiski. A reagdo ficou agindo no escuro
durante 30 minutos em temperatura ambiente as amostras foram avaliadas utilizando
espectrofotdmetro em comprimento de onde de (1) 540 nm.

¢) Solubilizacio de fosfato e zinco in vitro

A capacidade das estirpes em solubilizar zinco e fosfato inorgénico in vitro foi realizada
em placas contendo meio NBRIP solido (10 g de glicose, 5 g de MgCl,.6H>O, 0,25 g de
MgS04.7H20, 0,2 g de KCl, 0,1 g de (NH4)SO4 e 15 g.L-1 de agar adicionados a 1000 mL de
agua destilada). O teste de solubilizagdo de fosfato foi realizado na presenca de 5 gL' de
Ca3(PO4)2 € o de solubilizagdo de zinco foi feito na presenga de 1,2 gL' de ZnO) conforme
descrito por NAUTIYAL (1999).

As bactérias foram crescidas em 5 mL de meio BHI - Brain Heart Infusion (Becton,
Dickinson and Company®, USA, cat. # 237500) pH 7,0 a 30°C por 16 horas a 200 rpm. Cerca de
10 pl das culturas bacterianas foram inoculados em placas de Petri contendo 20 mL de meio
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NBRIP com ZnO (pH 7,0) e em placas contendo 20 mL de meio NBRIP com (Ca3(PO4).) (pH
7,0) e incubadas a 30°C durante 15 dias. O teste foi realizado em triplicata e a solubiliza¢do de
zinco e de fosfato foi considerada positiva para as estirpes que formaram halo ao redor da
colonia. O didmetro do halo formado e da colonia foi medido no 15° dia de crescimento da
cultura (NAUTIYAL, 1999), utilizando paquimetro digital. A formula desenvolvida por Kumar e
Narula (1999) foi utilizada para calcular o indice de solubilizacdo (I.S.), onde 1.S. ¢ igual ao
diametro do halo (mm) dividido pelo didmetro da colonia (mm). A bactéria diazotrdfica
Gluconacetobacter diazotrophicus estirpe PAL 5 (BR 11281), isolada de tecidos da planta de
cana-de-agucar e ja conhecida quanto a capacidade em solubilizar fosfato inorganico
(MAHESHKUMAR et al., 1999) e zinco in vitro (SARANAVAN et al., 2006) foi utilizada como
controle positivo nos testes de solubilizacao de fosfato e de zinco. A bactéria G. diazotrophicus
estirpe PAL 5 foi crescida em meio liquido DYGS (2 g de glicose, 2 g de acido malico, 2 g de
peptona bacterioldgica, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de K;HPOg4, 0,5 g de MgS04.7H20, 1,5
g de acido glutamico, adicionados a 1000 mL de agua destilada, pH 6,0) (RODRIGUES NETO et
al., 1986) a temperatura de 30°C por 24 horas a 200 rpm. Ap0s o crescimento a estirpe PAL 5 foi
transferida para 20 mL de meio NBRIP contendo (Ca3z(PO4)2) ou ZnO assim como as outras
estirpes usadas nos testes.

d) Atividade proteolitica

A atividade proteolitica das estirpes bacterianas foi avaliada seguindo protocolo descrito
por Saran et al. (2007). As estirpes bacterianas foram crescidas durante a noite e 5 pL de
suspensdo bacteriana foram plaqueados em triplicata em 20 mL de meio de cultura. O meio de
cultura foi preparado pela mistura dos seguintes componentes: 20 g de agar dissolvidos em 200
mL de agua destilada; 20 g de leite desnatado dissolvidos em 200 mL de dgua destilada e 600 mL
de solugdo de K:HPO4 0,2 M, pH 7,0 (ajustado com KOH). Todos os componentes do meio
foram autoclavados separadamente antes do uso para evitar a coagulacdo e carbonizagdo do leite
devido a presenca de sais (SARAN et al., 2007). As placas inoculadas foram incubadas durante
dois dias a 30°C. A presenca de zona clara ao redor da colonia, formando um halo, indica a
atividade proteolitica.

4.1.3 F. oxysporum f. sp. lycopersici

a) Crescimento dos fungos

As racas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici utilizadas neste trabalho foram
adquiridas através de compra da cole¢do de fungos do Instituto Biologico de Sdo Paulo (Micoteca
Mario Barreto Figueiredo). O meio de cultivo utilizado para crescimento das trés racas foi o meio
BDA (Batata-Dextrose-Agar - 200 g de batata descascada, 20 g de agar e 20 g de dextrose
avolumados para 1000 mL de agua destilada) e as condi¢des de cultivo foram de crescimento a
25°C por um periodo de 15 dias para produgdo de esporos.

b) Selecdo de genotipos de tomateiro suscetiveis a F. oxysporum f. sp.
Iycopersici

Foram usados quatro genoétipos de tomateiro (hibrido Débora Plus, hibrido Santa Clara
Miss Brasil, variedade Perinha e variedade Carolina) para avaliar a patogenicidade das ragas 1, 2
e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. As caracteristicas das sementes estdo descritas na tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas das sementes usadas no ensaio de selecdo de gendtipos de tomateiro
suscetiveis as racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Resisténcia as racas do fungo

Genotipos de (de acordo com a empresa -
tomateiro Origem das Sementes embalagem)
Débora Plus (Hibrido) | Comercial - Marca Sakata Racas 1 e2
Santa  Clara  Miss
Brasil (Hibrido) Comercial - Marca Topseed Raca 1

Banco de  sementes do
laboratorio de Epidemiologia e
Perinha (Variedade) Patologia de Sementes (UFRRJ) | Ndo determinada

Carolina (Variedade) | Comercial - Marca Feltrin Racas 1 e 2

As cultivares foram germinadas em sementeiras e 15 dias ap6s a semeadura as raizes das
plantas foram lavadas e colocadas sobre papel toalha em wuma superficie limpa por
aproximadamente 10 minutos para favorecer a murcha natural da planta. Cerca de dois
centimetros das raizes foram cortados para facilitar a entrada do fungo na planta através dos
ferimentos. Em seguida, foram embebidas na suspensdo de conidios com concentragdo de 10°
conidios.mL"!' de substrato e transferidas para copos de isopor contendo substrato (substrato
comercial Carolina + esterco bovino). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo por
aproximadamente 15 dias e imediatamente apos o aparecimento dos sintomas de murcha-de-
fusério as mesmas foram levadas ao laboratorio para reisolamento do fungo e medicdo da area
interna da haste da planta colonizada pelo fungo. Foram avaliadas 5 plantas de cada genotipo por
tratamento.

4.2 Inoculaciio de Substrato com as Racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici

As ragas de F. oxysporum f. sp. lycopersici foram inoculadas individualmente no substrato
(solo : areia : substrato comercial Carolina, na propor¢do 1:1:1) em uma concentra¢do de 10*
conidios.mL"" de substrato dois dias antes do transplantio das mudas de tomateiro visando
favorecer o desenvolvimento do fungo e permitir avaliar o efeito patogénico do fungo e a
atividade de biocontrole promovido pela bactéria. O fungo foi inicialmente crescido em placas de
Petri contendo meio BDA a uma temperatura de 25°C durante 20 dias para obtengdo de esporos.
Apos o crescimento a placa foi imersa com agua destilada estéril e com auxilio de um pincel os
esporos foram homogeneizadas na agua para realizar a contagem do numero de esporos
utilizando a camara de Neubauer com auxilio de microscopico. Apos a contagem foi feito o
calculo da concentragdo de conidios.mL! de substrato para a inoculagdo do fungo no substrato.

4.3 Selecao das Estirpes com Atividade Antagonica as Racas de F. oxysporum {. sp.
Iycopersici

As plantas de tomateiro da variedade Perinha, com 20 dias de idade foram retiradas das
sementeiras (caixas de polipropileno com capacidade de 200 células) com substrato comercial
(Carolina) e lavadas para retirada de todos os residuos de substrato. As plantas ficaram sobre
papel toalha em uma superficie limpa por aproximadamente 10 minutos, a fim de favorecer a
murcha natural da planta. Apds esse periodo, cerca de dois centimetros das raizes foram cortados
e embebidas na suspensdo bacteriana com concentragdo de 1028 UFC.mL-!' e transferidas para
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bandejas de plastico contendo 15 Kg de substrato (solo : areia : substrato comercial na propor¢ao
1:1:1) contaminado com o fungo F. oxysporum f. sp. lycopersici e para bandejas nado
contaminadas com o fungo. Os estudos de sele¢do foram iniciados com a raca 1 do fungo
confrontado com 50 isolados de bactérias originarias tanto de tomateiro como do fluido de cana-
de-agtcar (Tabela 3). As bactérias isoladas do apoplasto de cana-de-aglicar foram selecionadas
com base nas caracteristicas de producdo de AIA e solubilizacdo de fosfato inorganico e zinco,
além de outras caracteristicas obtidas com o teste com tomateiro (Tabela 2). Ja as bactérias
isoladas de tomateiro foram selecionadas aleatoriamente, pois neste momento ainda ndo se
conhecia as caracteristicas funcionais dos isolados. No entanto, foram selecionados mais isolados
oriundos de plantas sadias de tomate presente em area com incidéncia do fungo (Localidade 2 -
Serra Velha), descritos na tabela 4. Como controles foram usados plantas inoculadas somente
com bactérias em substrato ndo contaminado com fungo e plantas ndo inoculadas com bactérias
em substrato contaminado com fungo. O delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso
com 12 plantas por tratamento.

A coleta das plantas de tomateiro do experimento com a raca 1 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici foi realizada 15 dias apds o transplantio das plantas inoculadas com bactérias. Foram
coletadas 10 plantas centrais (as plantas das bordas foram descartadas) para avaliacdo. As plantas
foram removidas do substrato e lavadas em agua corrente para analise de massa fresca e
medi¢des de comprimento total (do &pice ao hipocdtilo), comprimento da parte aérea,
comprimento do sistema radicular e comprimento da infec¢ao causada pelo fungo. Para verificar
se houve colonizagdo do fungo nas plantas estas foram seccionadas verticalmente na regido do
colo de modo a quantificar a porcentagem de infeccdo causada pelo fungo e analisar quais
estirpes bacterianas apresentaram potencial antagonico contra a raca 1 do fungo.

O experimento com a raga 2 e com a raca 3 do fungo foi realizado utilizando as estirpes
bacterianas que apresentaram melhores resultados no experimento com a raga 1. Os experimentos
foram realizados seguindo a mesma metodologia utilizada no experimento com a raga 1 do fungo.
No entanto, as bandejas de plastico utilizadas no primeiro experimento foram substituidas por
tubetes j4 que no experimento com a raca 1 ndo foi possivel avaliar o crescimento radicular, pois
o sistema radicular das plantas de diferentes tratamentos se misturaram.

Tabela 4. Origem das bactérias endofiticas do género Bacillus utilizadas no experimento em casa
de vegetacdo para avaliacdo do potencial de controle da raga 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici
quando inoculadas em tomateiro cultivados em substrato na presenca do fungo.

Tecido da planta usada para o | Localidade do isolamento da

Isolados

isolamento

bactéria

S76

PAL 5

2

8

10

11

12

15

16

17

18

Parte aérea sadia (Tomateiro)

2 - Serra Velha (Nova
Friburgo - RJ)
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20

21
22
24
25
26 . . .
77 Raiz sadia (Tomateiro)
28
29
32
33
40 Parte aérea sem sintoma de
doenga (Tomateiro) 3 - Serra Velha (Nova
Raiz sem sintoma de doenga Friburgo - RJ)
48 :
(Tomateiro)
51 Parte aérea sem sintoma de
doenca (Tomateiro) 4 - Rio Grande (Nova
Raiz sem sintoma de doenga Friburgo - RJ)
73 :
(Tomateiro)
Parte aérea sem sintoma de
87 . .
doenca (Tomateiro) 7 - Rio Grande (Nova
102 Raiz sem sintoma de doenga Friburgo - RJ)
113.1 (Tomateiro)
Parte aérea sem sintoma de
119 .
doenca (Tomateiro) )
137 Raiz sem sintoma de doenca F (Nova Friburgo - RJ)
146 (Tomateiro)
154 Parte aér.ea necrosada
(Tomateiro) 1 (Nova Friburgo - RJ)
178 Raiz necrosada (Tomateiro)
3C Londrina - PR
182CC Coruripe - AL
20C
21C
22C Liquido do apoplasto de cana- :
23C de(-lagl'lcar v Campina - SP
27C
28 C
gi g Piracicaba - SP
36 C Seropédica - RJ
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38C
42C
48 C

4.4  Analise Estatistica

As variaveis avaliadas nos experimentos em casa de vegetacdo foram analisadas
utilizando o software SISVAR através da anélise de varidncia e as médias comparadas entre si
pelo teste Scott-Knott (1974) com nivel de significancia a 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de Bactérias de Tomateiro Cultivados em Areas Produtoras de Nova
Friburgo - RJ com Incidéncia de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Foram obtidos 193 isolados de bactérias com caracteristicas morfologicas semelhantes as
de bactérias do género Bacillus tais como: coldnias brancas, grandes, com bordas irregulares,
opaco e aveludado conforme indicado por LOGAN e De VOS (2009). Um total de 120 bactérias
foram isoladas da parte aérea (haste) de tomateiro conforme representantes mostrados na figura 2
e 73 bactérias foram isoladas das raizes de tomateiro conforme representantes mostrados na
figura 3, sendo 33 isolados obtidos de planta sadia da Propriedade 2 - Serra Velha, 17 isolados de
planta sem sintoma de doenca da Propriedade 3 - Serra Velha, 27 isolados de planta sem sintoma
de doenca da Propriedade 4 - Rio Grande, 37 isolados de planta sem sintoma de doenca da
Propriedade 7 - Rio Grande, 36 isolados de planta sem sintoma de doenca da Propriedade F e 43
isolados de planta necrosada da Propriedade 1.

25 L

50 uL

Figura 2. Exemplos de crescimento em meio de cultivo LB de bactérias isoladas da parte aérea de
tomateiro originarios das regides produtoras 1, 2, 3, 4, 7 ¢ F com diferentes quantidades de
suspensao pasteurizada (25 pL, 50 puL e 100 pL). Em destaque pode-se observar colonias com
morfotipo de Bacillus.
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Figura 3. Exemplos de crescimento em meio de cultivo LB de bactérias isoladas do sistema
radicular de tomateiro originarios das regides produtoras 1, 2, 3, 4, 7 ¢ F com diferentes
quantidades de suspensdo pasteurizada (25 pL, 50 pL e 100 uL). Em destaque pode-se observar
colonias com morfotipo de Bacillus.

Ao analisar as placas apos o crescimento das bactérias com diferentes quantidades de
indculo pode-se concluir que mesmo aplicando somente 25 pL da suspensao pasteurizada sobre o
meio de cultura uma grande quantidade de bactérias pode ser observada, indicando uma alta
populacdo de bactérias colonizando tomateiros endofiticamente. Muitas bactérias apresentavam
caracteristicas morfologicas a bactérias do género Bacillus apesar de alguns autores relatarem que
o solo (VARY et al., 2007; ASSAEEDI et al., 2011) e o filoplano de plantas (SMITH &
COUCHE, 1991; ARIAS et al., 1999) sdo os nichos principais dessas bactérias e nao o interior de
plantas. No entanto, outros autores também isolaram bactérias endofiticas do género Bacillus
colonizando diferentes tecidos de tomateiro, como as folhas (BARRETI et al., 2009; KEFI et al.,
2015), hastes (FENG et al., 2013; LIN et al., 2015; KEFI et al., 2015), raizes (FENG et al., 2013;
KEFI et al., 2015) e frutos (KEFI et al., 2015).

5.2 Identificacao de Bactérias - Coloracdo de Gram e Preservacio

O teste de coloragcdo de Gram mostrou que algumas bactérias selecionadas apresentaram
semelhanga com bactérias do género Bacillus conforme a coloragdo azulada das células que ¢
caracteristica de bactérias Gram positivas. No entanto, algumas bactérias com caracteristicas
morfologicas de Bacillus, apresentaram coloragdo avermelhada sugerindo serem Gram negativas.
Resultado semelhante foi encontrado por Rocha (2013) que observou que algumas bactérias
apresentavam coloragdo avermelhada (caracteristica de Gram negativa), as quais foram
confirmadas como pertencentes ao género Bacillus através de sequenciamento da subunidade 16S
RNAr. Isso pode ser explicado devido a algumas bactérias deste género apresentarem
caracteristicas de Gram positivas ou Gram varidveis (a coloragdo de Gram ndo ¢ positiva em
cultivos jovens). O teste de Gram foi realizado 16 horas apds o crescimento o que pode ter
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contribuido para o resultado varidvel conforme demonstrado na Figura 4. Todos os isolados
apresentam morfologia de baciliformes. As bactérias foram preservadas sob 6leo mineral estéril
em frascos de penicilina apds a inoculacdo e o crescimento das bactérias por 16 horas no meio de
cultivo LB (Luria Bertani, pH 7,0) (Figura 5). Para preserva¢do em glicerol, as bactérias foram
crescidas em placas de Petri contendo meio de cultivo LB soélido (Luria Bertani, pH 7,0) por 16
horas seguido da realiza¢do de uma suspensao das colonias crescidas com glicerol 10% estéril e
posterior armazenamento em tubos de criogenia a -20°C (Figura 5).

b |
(a)

o i

Figura 4. Exemplos de bactérias Gram positivas e Gram varidveis analisadas através de
metodologia de Coloracao de Gram em microscopico 6tico com objetiva de imersdo, aumento de
100 X. (a) Bactérias Gram positivas (isolados - 16, 17, 18 e 24) e (b) Bactérias Gram varidveis
(isolados 11, 21, 26 e 32).

Figura 5. Métodos de preservagdo das bactérias endofiticas isoladas de raizes e hastes de
tomateiro: (A) 6leo mineral e (B) glicerol 10%.

5.3 Sequenciamento da Subunidade 16S RNAr dos Isolados Bacterianos Originarios
de Tomateiro

O resultado do sequenciamento da regido 16S RNAr de 32 estirpes bacterianas obtidas de
tomateiro ap6s o processo de pasteurizagdo, utilizando os iniciadores 27F e Amp2, confirmou que
essas bactérias pertencem ao género Bacillus, sendo observado uma alta similaridade das
bactérias com as espécies B. thuringiensis (25%), B. megaterium (34,4%), B. cereus (25%), B.
toyonensis (3,1), B. stratosphericus (9,4%). No entanto, um dos isolados pertence a espécie
Paenibacillus barcinonensis (3,1%) (Tabela 5). Diversos estudos relataram a presenca de
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bactérias do género Bacillus colonizando endofiticamente diferentes tecidos de plantas, como por
exemplo Feng et al. (2013) que isolaram bactérias do género Bacillus de raizes e hastes de
tomateiro resistente e suscetivel a Ralstonia solanacearum em diferentes estagios de crescimento
(germinacgdo, plantula, floragdo e frutificacdo). Esses autores constataram que durante o periodo
de floragdo a populacdo endofitica de bactérias ¢ maior que nas outras fases de crescimento.
Bactérias pertencentes aos género Bacillus também foram isoladas de diversos tecidos de plantas
como de nddulos de raizes de Sophora alopecuroides (ZHAO et al., 2011), de folhas e caules de
eucalipto (PAZ et al., 2012), de raizes de bananeira (SOUZA et al., 2013), do liquido do
apoplasto de plantas de cana-de-agticar (VELAZQUEZ et al., 2008; MELO et al., submetido) e
de folhas de cana-de-acicar (MAGNANI et al., 2010), indicando que essas bactérias além de
apresentarem como nicho ecoldgico o solo (VARY et al., 2007; ASSAEEDI et al., 2011) e o
filoplano (SMITH & COUCHE, 1991; ARIAS et al., 1999) também podem estar associadas aos
tecidos de plantas.

Tabela 5. Similaridade filogenética das estirpes bacterinas isoladas de tomateiros cultivados na
regido de Nova Friburgo, RJ.

Similaridade filogenética baseada na sequéncia da subunidade 16S RNAr

Numero de
1(26;1 E;E?:ggo Similaridade Ve}lalor Idel(l(‘;)c;ade N° Acesso

Bacillus thuringiensis strain IAM 12077

2 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 043403.1
sequence
Bacillus  thuringiensis  Bt407  16S

8 ribosomal RNA, complete sequence 0.0 » NR_102506.1
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

10 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

11 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

12 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

15 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

16 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

17 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581

18 16S ribosomal RNA gene, partial 0.0 99 NR 117473.1
sequence

20 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 0.0 99 NR 043403.1
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21

22

24

25

26

27

28

29

32

33

40

48

51

73

87

102

113.1

119

16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus megaterium strain ATCC 14581
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus  thuringiensis  Bt407  16S
ribosomal RNA, complete sequence
Bacillus thuringiensis strain IAM 12077
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus megaterium strain ATCC 14581
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus megaterium strain ATCC 14581
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus stratosphericus strain 41KF2a
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus  thuringiensis ~ Bt407  16S
ribosomal RNA, complete sequence
Bacillus stratosphericus strain 41KF2a
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Paenibacillus barcinonensis strain BP-23
16S ribosomal RNA gene, complete
sequence

Bacillus stratosphericus strain 41KF2a
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus  thuringiensis  Bt407  16S
ribosomal RNA, complete sequence
Bacillus cereus strain CCM 2010 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence
Bacillus megaterium strain ATCC 14581
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Bacillus cereus strain CCM 2010 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence
Bacillus cereus strain CCM 2010 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence
Bacillus  thuringiensis ~ Bt407  16S
ribosomal RNA, complete sequence
Bacillus cereus strain CCM 2010 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence
Bacillus toyonensis strain BCT-7112 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99

99

99

99

99

99

99

99

98

99

99

99

99

99

99

99

99

99

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

117473.1

102506.1

043403.1

117473.1

117473.1

NR 042336.1

102506.1

042336.1

042272.1

118439.1

102506.1

1157141

117473.1

1157141
1157141
102506.1
115714.1

121761.1
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137 Bacillus cereus strain CCM 2010 16S 0.0 99 NR 1157141
ribosomal RNA gene, complete sequence -
Bacillus  cereus ATCC 14579 16S

146 ribosomal RNA (rrnA) gene, complete 0.0 99 NR 074540.1
sequence

154 Bgcillus cereus strain CCM 2010 16S 0.0 99 NR 1157141
ribosomal RNA gene, complete sequence E—
Bacillus  cereus ATCC 14579 16S

178 ribosomal RNA (rrnA) gene, complete 0.0 99

sequence -

NR _074540.1

A andlise filogenética dos 32 isolados de tomateiro com base no sequenciamento da
regido 16S RNAr realizada no programa MEGA V6.0 aplicando o algoritmo Neighbor-Joining
(NJ), possibilitou a identificagdo de 4 grupos (Figura 6). O maior grupo (I) foi composto por 17
isolados (2, 8, 20, 22, 24, 28, 40, 48, 73, 87, 102, 113.1, 119, 137, 146, 154 e 178) filiados as
espécies B. thuringiensis, B. cereus e B. toyonensis, mostrando que estas espécies apresentam alta
similaridade de sequéncias entre si. Todos os isolados apresentaram identidade de 99% com as
sequéncias depositadas no banco de dados do geneBank. No entanto, o isolado 146 apresentou
sequéncia similar a B. cereus, porém esta mais distante filogeneticamente das outras bactérias que
também foram identificadas como B. cereus (isolados 48, 73, 87, 113.1, 137, 146, 154 ¢ 178). O
grupo II foi composto por 11 isolados (10, 11, 12, 15, 16, 17, 18, 21, 25, 26 ¢ 51) filiados a
espécie B. megaterium. O grupo III é composto por trés isolados (27, 29 e 33) que apresentaram
identidade de 99% com a espécie B. stratosphericus (Tabela 5) e o isolado 32 formou o grupo IV,
apresentando 98% de similaridade com o banco de dados de P. barcinonensis. No entanto, nao se
pode afirmar que as bactérias sdo pertencentes a essas espécies somente por analise de sequencias
do fragmento 16S RNAr, embora estudos recentes indicam que bactérias com valores de
identidade entre sequencias acima de 97% pertencem a mesma espécie (TINDALL et al., 2010).
A hibridizagdgo DNA/DNA (VAN PHAM & KIM, 2014) tem sido a metodologia usada para
diferenciar espécies do mesmo género. Van Pham e Kim (2014) através dos resultados de
hibridizagdo de DNA/DNA verificaram que uma estirpe era diferente das demais espécies do
género Bacillus, sugerindo assim uma nova espécie denominada Bacillus thaonhiensis. Os
autores nao conseguiram identificar essa nova espécie somente através da analise de 16S RNAr,
J& que a mesma apresentou similaridade de 98,86% com B. abyssalis, 95,97% com B.
methanolicus, 95,8% com B. vietnamensis, 95,5% com B. seohaeanensis, 95,33% com B.
timonensis € 94,87% com B. subtilis subsp. subtilis.

A andlise dos grupos e regides mostrou que existe uma alta diversidade de bactérias do
género Bacillus nas regides produtoras de tomate, visto que foram isolados bactérias das espécies
B. thuringiensis (grupo 1), B. cereus (grupo 1), B. stratosphericus (grupo ), B. megaterium
(grupo II) e um isolado da espécie P. barcinonensis (grupo IV) em uma mesma regidao de Nova
Friburgo - RJ (Serra Velha) (Figura 6 e Tabela 3). Em Rio Grande (Nova Friburgo - RJ) foram
isoladas espécies de B. megaterium (grupo II), B. cereus (grupo I) e B. thuringiensis (grupo 1). A
bactéria B. toyonensis (grupo I) foi isolada da regido F, juntamente com mais dois isolados de B.
cereus (grupo I). Na regido 1 foram isolados duas bactérias da espécie B. cereus (grupo I).
Bactérias das espécies B. megaterium, B. pumilus e B. cereus foram isoladas de raizes e folhas de
tomateiro por FENG et al.,(2013). Kefi et al. (2015) também relataram a ocorréncia de B.
mojavensis, B. subtilis € B. amyloliquefaciens em 6rgaos de tomateiro. Bactérias das espécies B.
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polymixia e B. cereus foram isoladas de raizes de tomateiro de varios municipios de Minas Gerais
(BARRETI et al., 2008). Portanto, os estudos confirmam a ocorréncia de bactérias do género
Bacillus colonizando endofiticamente plantas de tomate e desta forma a exploracdo do potencial

biotecnoldgico torna-se interessante visando atuar no controle principalmente de fungos do tipo
fusario.

S000979524 Bacillus thuringiensis (T) IAM 12077 D16281
S004061999 Bacillus toyonensis BCT-7112 CP006863
49| 1solado 24

Isolado 22

Isolado 2

“ Isolado 119

Isolado 102

Isolado 28

9| Isolado 40

o
g

Isolado 8

32| - Isolado 20

Isolado 178

Isolado 48

Isolado 154

541, Isolado 113.1
Isolado 137

Isolado 73
Isolado 87
_ % 5002287229 Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877

— |solado 146

— 5000979521 Bacillus megaterium (T) IAM 13418 D16273 11
5 [Isolado 21

9

©

Isolado 25
1 Isolado 18

r Isolado 16

o~
L]

Isolado 10
3] Isolado 12
Isolado 15
0| Isolado 26

w

Isolado 11

- Isolado 17
Isolado 33 11T
Isolado 27

Isolado 29
9)

S001014161 Bacillus stratosphericus (T) type strain:41KF2a AJ831841

— lsolado 32 1V
I99 I S000539556 Paenibacillus barcinonensis (T) type strain: BP-23 AJ716019

e
0,01

Figura 6. Arvore filogenética baseada nas sequéncias 16S RNAr das estirpes bacterianas isoladas

de tomateiro, calculada pelo algoritmo Neighbor-Joining (NJ), fornecido pelo programa MEGA
V6.0.
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5.4 Resposta Antagonica das Estirpes Bacterianas as Racas 1, 2 e 3 de F. oxysporum
f. sp. lycopersici em Testes in vitro

5.4.1 Acao indireta: produciao de compostos volateis

O teste de antagonismo associado a producdo de volateis pelas bactérias estudadas,
mostrou que 27 estirpes bacterianas, de um total de 49, promoveram uma leve reducdo no
crescimento micelial da raca 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici quando comparados com o
controle (auséncia das estirpes bacterianas) (tabela 6 - valores destacados em negrito). Em
relacdo a raga 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici, 43 estirpes bacterianas promoveram uma
pequena reducdo no crescimento micelial em relacdo ao controle enquanto que essa reducao
ocorreu para 24 estirpes bacterianas frente a raca 3 do fungo. Essa pequena redugdo no
crescimento micelial pode ser observada na figura 7. Estudo realizado por Leelasuphakul et al.
(2008) mostrou que bactérias do género Bacillus produziram compostos volateis que inibiram de
30 a 70% o crescimento micelial de Penicillium digitatum Sacc. Segundo Marroni e Germani
(2011), um isolado de Bacillus foi eficaz no controle do agente etiologico da podridao de tronco
da mamona (Macrophomina phaseolina) em teste de metabolitos volateis produzido pelo isolado.
Os resultados da literatura sugerem que bactérias do género Bacillus sdo eficazes no controle
bioldgico de algumas doengas através da produgdo de compostos volateis. Nao sabemos,
entretanto, as razdes pelas quais ndo observamos nenhum efeito mais drastico das estirpes
estudadas sobre o crescimento dos fungos. E possivel que a vedacdo das placas ndo tenha sido
eficiente para evitar a perda dos volateis ou mesmo que a produgdo tenha sido muito pequena
durante o periodo de avaliacdo. Outros estudos devem ser realizados para confirmar se a pequena
reducdo do crescimento se deve ou ndo a produg¢do de compostos volateis. Uma metodologia que
pode ser aplicada para investigar a producdo de volateis ¢ a desenvolvida por Cordero et al.
(2014) que mostraram a inibicdo do crescimento micelial de uma linhagem do fungo F.
proliferatum pela producao de compostos volateis pela bactéria Pseudomonas fluorescens em
meio liquido com a bactéria e o fungo crescidos em frascos tipo kitasato conectados por tubos
que permitem avaliar o tipo de volatil que ¢ produzido. Os autores conseguiram identificar
através de espectrometria de massa alguns compostos antifungicos produzidos pela estirpe
MGRI12 (P. fluorescens) como por exemplo os compostos 1,3,5-heptatrieno, ciclo-tetradecano e
um composto nao identificado com tempo de retengdo de 35,03. Os autores acreditam que o
ultimo composto esteja relacionado com o controle biologico de F. proliferatum, ja que os outros
dois compostos estavam presentes em meio de cultura puro.

Desta forma, um estudo mais detalhado deve ser realizado para saber se realmente sao
produzidos compostos volateis pelas bactérias e caso esta produgao seja positiva, deve-se realizar
um estudo para conhecer esses volateis, seus efeitos e suas caracteristicas.

Tabela 6. Atividade antagonica das estirpes bacterianas as trés racas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici avaliada quatro dias apos a inoculacao (método de acao indireta).

Isolado de Tamanho da colonia fungica (mm)
Isolados
plantas de: Raca 1 Raga 2 Raga 3
Controle (Sem bactéria) 20,13 25,32 19,77
S76 21,51 25,65 21,14
PALS 18,85 (6,4) 22,5 (11,1) 21,38
2 TOMATEIRO 19,8 (1,6) 23,43 (7,5) 21,19
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8 18,64 (7,4) 22,86 (9,7) 23,1
10 18,31 (9,0) 23,5 (7,2) 19,7 (0,4)
11 21,16 21,8 (13,9) 19,28 (2,5)
12 20,91 23,65 (6,6) 18,68 (5,5)
15 20,24 23,63 (6,7) 21,41
16 19,64 (2,4) 22,46 (11,3) 18,82 (4,8)
17 21,13 27,77 20,3
18 19,16 (4,8) 24,25 (4,2) 20,44
20 18,27 (9,2) 22,4 (11,5) 19,78
21 20,09 (0,2) 26,96 20,35
2 19,95 (0,9) 22,32 (11,8) 20,11
24 18,94 (5,9) 22,02 (13,0) 19,54 (1,2)
25 20,17 22,92 (9,5) 18,33 (7,3)
26 19,01 (5,6) 24,88 (1,7) 19,56 (1,1)
27 19,16 (4,8) 22,12 (12,6) 19,25 (2,6)
28 21,04 22,51 (11,1) 18,89 (4,5)
29 18,93 (6,0) 24,75 (2,3) 19,12 (3,3)
32 21,22 24,75 (2,3) 18,3 (7,4)
33 20,03 (0,5) 23,29 (8,0) 18,88 (4,5)
40 23,3 22,85 (9,8) 20,39
48 23,3 22,96 (9,3) 19,44 (1,7)
51 21,11 22,15 (12,5) 20,69
73 19,58 (2,7) 21,84 (13,7) 19,09 (3,4)
87 23,5 22,42 (11,5) 19,96
102 20,14 22,06 (12.,9) 20,45
113.1 19,37 (3,8) 22,26 (12,1) 20,91
119 20 (0,6) 22,37 (11,7) 19,17 (3,0)
137 18,68 (7.2) 21,52 (15,0) 20,64
146 19,41 (3,6) 21,54 (14,9) 17,98 (9,1)
154 21,4 22,96 (9,3) 20,19
178 19,86 (1,3) 22,96 (9,3) 20,87
3C 20,03 (0,5) 26,46 19,45 (1,6)
8C 19,76 (1,8) 25,22 (0,4) 20,47
12C CANADE 20,21 26,92 20,96
20 C ACUCAR 20,96 21,76 (14,1) 16,98 (14,1)
21C 19,33 (4,0) 26,11 19,95
22C 19,18 (4,7) 21,88 (13,6) 18,43 (6,8)
23C 18,85 (6,4) 21,85 (13,7) 19,52 (1,3)
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27C 19,77 (1,8) 22,58 (10,8) 20,49
28C 20,32 21,46 (15,2) 19,36 (2,1)
32C 22,62 21,05 (16,9) 20,2
33C 21,71 19,97 (21,1) 18,67 (5,6)
36C 20,39 21,92 (13,4) 18,99 (3,9)
38C 21,33 24,45 (3,4) 20,59
42C 19,7 (2,1) 22,33 (11,8) 22,08
48 C 20,8 23,85 (5,8) 19,44 (1,7)

Valores destacados em negrito indicam reducao no crescimento micelial na presenca das estirpes
bacterianas. Valores entre parénteses indicam a porcentagem (%) de reducdo do crescimento
micelial.

Auséncia de Bactéria

Figura 7. Exemplos de estirpes bacterianas submetidas ao teste de antagonismo in vitro para
avaliacao do potencial de produgdo de volateis que inibem ou afetam o crescimento micelial de
F. oxysporum f. sp. lycopersici. Estirpes: PALS5 (controle), isolados 8, 10, 11, 20, 25, 32, 73 e 146
(isolados de tomateiro) e isolados 20C, 32C e 33C (isolados do liquido do apoplasto de plantas de
cana-de-agucar).

5.4.2 Acdo direta: método de estrias paralelas

A capacidade antagonica das 49 estirpes bacterianas avaliadas em placas, seguindo a
metodologia de estrias paralelas (CORRALES et al., 2012) mostrou que 45 estirpes bacterianas
reduziram o crescimento micelial da raca 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici em relagdo ao
crescimento na auséncia das estirpes bacterianas (Tabela 7). Em relag@o a raca 2 de F. oxysporum
f. sp. lycopersici 42 estirpes bacterianas reduziram o crescimento micelial enquanto que 48
estirpes bacterianas reduziram o crescimento micelial da raga 3 do fungo (Tabela 6). O resultado
obtido nesse teste parece ser mais indicativo do antagonismo do que o teste de antagonismo pela
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possivel producdo de volateis, sugerindo que a capacidade antagénica das estirpes bacterianas
estudadas ocorra mais pelo contato entre o fungo e as bactérias, pela liberacdo de compostos
pelas bactérias no meio e/ou pela competi¢ao por espaco e nutrientes . Segundo Romeiro e Garcia
(2009), o controle bioldgico por bactérias pode ocorrer através de mecanismos diretos como
antibiose, competi¢do por nutrientes, competi¢do por nichos ecologicos, producao de siderdforos,
predacdo e parasitismo, producdo de enzimas, producdo de compostos volateis etc. Além disso,
quando na area de cultivo, essas bactérias também agem através da indugdo de resisténcia das
plantas. Esses mecanismos podem agir de forma conjunta no controle biologico de fitopatdgenos.
A figura 8 mostra o resultado obtido nos testes para algumas estirpes bacterianas.

As estirpes que se destacaram no teste de antagonismo pelo método de estrias foram:
113.1 (B. cereus), 154 (B. cereus), 178 (B. cereus) e estirpe PAL 5 (G. diazotrophicus), ja que as
mesmas foram capazes de reduzir o crescimento micelial das trés racas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici. As estirpes 11 (B. megaterium), 16 (B. megaterium) e 137 (B. cereus) reduziram o
crescimento micelial das ragas 1 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Nascimento (2009) e
Rocha e Moura (2013) também relataram a redu¢do do crescimento micelial de F. oxysporum f.
sp. lycopersici por bactérias da espécie B. cereus. Kefi et al. (2015) selecionaram quatro estirpes
de Bacillus em teste de antagonismo contra o fungo Botrytis cinerea, responsavel pelo mofo
cinzento em diversas culturas. As estirpes de Bacillus inibiram o crescimento do fungo em 27 a
53%. Em teste de antagonismo direto realizado por Maciel et al. (2014) foi constatado que a
bactéria B. subtilis (UFV3918) e Trichoderma spp. foram eficientes no controle in vitro de F.
sambucinum, além disso, a bactéria B. subtilis (UFV3918) foi promissora em teste in vivo, pois
proporcionou maior vigor as plantulas de Pinus e reduziu as perdas ocasionadas pelo patogeno.

Tabela 7. Atividade antagbnica das estirpes bacterianas as trés racas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici avaliada seis dias apds a inoculagdo (método de acdo direta).

Isolado de Tamanho coldnia fiingica (mm) |
Isolados
plantas de: Raga 1 Raga 2 Raga 3
Controle (Sem bactéria) 45,25 40,63 55,97
PALS 28,32 (37,4) 28,43 (30,0) 29,47 (47,3)
S76 34,59 (23,5) 32,66 (19,6) 29,91 (46,5)
2 41,58 (8,1) 40,25 (0,93) 44,11 (21,1)
8 44,55 (1,5) 40,28 (0,8) 45,59 (18,5)
10 35,35 (21,8) 35,97 (11,4) 36,99 (33,9)
11 33,48 (26,0) 35,59 (12,4) 32,94 (41,1)
12 43,37 (4,1) 37,2 (8,4) 39,14 (30,0)
15 37,03 (18,1) 38,46 (5,3) 34,72 (37,9)
16 TOMATEIRO 32,26 (28,7) 36,98 (8.,9) 32,35 (42,2)
17 35,02 (22,6) 33,19 (18,3) 32,63 (41,7)
18 34,52 (23,7) 37,72 (7,1) 34,15 (38,9)
20 42,23 (6,6) 38,56 (5,0) 51,06 (8,7)
21 35,65 (21,2) 33,68 (17,1) 33,79 (39,6)
22 37,5(17,1) 31,69 (22,0) 39,99 (28,5)
24 35,15 (22,3) 36,09 (11,1) 39,15 (30,0)
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25 35,92 (17,6) 38,94 (4,1) 35,48 (36,6)
26 35,13 34,49 (15,1) 38,48 (31,2)
27 37,25 (4,6) 39,94 (1,6) 36,31 (35,1)
28 45,66 (5,7) 41,19 49,3 (11,9)
29 43,16 (0,7) 39,38 (3,0) 56,54
32 42,63 40,43 (0,4) 52,61 (6,0)
33 44,92 (4,3) 41,7 54,79 (2,1)
40 46,93 (20,3) 40,6 (0,07) 51,92 (7.,2)
48 43,26 (16,7) 41,25 51,03 (8.8)
51 36,03 (7,7) 38 (6,4) 41,36 (26,1)
73 37,69 (4,0) 36,7 (9,6) 39,54 (29,3)
87 41,73 (32,8) 38,89 (4,2) 39,06 (30,2)
102 43,42 (4.5) 40,25 (0,9) 52,12 (6,8)
113.1 30,38 (26,4) 28,96 (28,7) 33,56 (40,0)
119 4321 41,57 50,43 (9,8)
137 33,27 (29,0) 33,09 (18,5) 30,72 (45,1)
146 45,37 (27,1) 43,51 49,82 (10,9)
154 32,1 (29,0) 21,14 (47,9) 25,84 (53,8)
178 32,96 (27,1) 23,94 (41,0) 25,84 (53,8)
3C 38,34 (15,2) 33,84 (16,7) 38,4 (31,3)
8C 37,41 (17,3) 36,58 (9,9) 37,01 (33,8)
12C 37,53 (17,0) 32,71 (19,4) 37,36 (33,2)
20C 39,61 (12,4) 37,11 (8,6) 36,64 (34,5)
21C 31,93 (29,4) 34,17 (15,9) 43,58 (22,1)
22C 3541 (21,7) 37,5(7,7) 36,92 (34,0)
23C 37,5 (17,1) 36,06 (11,2) 37,23 (33,4)
27C CANA-DE- 38,3 (15.3) 36,45 (10,2) 37,81 (32,4)
ACUCAR
28 C 36,57 (19,1) 34,2 (15,8) 35,95 (35,7)
32C 44,42 (1,8) 38,65 (4.8) 37,07 (33,7)
33C 36,36 (19,6) 36,28 (10,7) 39,58 (29,2)
36 C 38,9 (14,0) 33,84 (16,7) 44,05 (21,2)
38 C 44,83 (0,9) 41,83 46,87 (16,2)
42C 45,49 42,09 54,97 (1,7)
48 C 39,21 (13,3) 39,35 (3,1) 49,55 (11,4)

Valores em negrito indicam inibigdo de crescimento micelial acima de 25% em relagdo ao
controle. Valores entre parénteses indicam a porcentagem (%) de reducdo do crescimento

micelial.
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Auséncia de bactéria 113.1 154 S76

Figura 8. Teste de antagonismo in vitro pelo método de estrias paralelas mostrando o crescimento
micelial das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici na presenca e auséncia das estirpes
selecionadas.

5.5 Caracteristicas Funcionais das Estirpes Bacterianas
5.5.1 Atividade celulolitica

Do total de isolados avaliados quanto a atividade celulolitica, 38 estirpes foram capazes
de degradar a carboximetilcelulose (CMC) utilizado como fonte de carbono no meio de cultura,
indicando que estas bactérias podem desempenhar um papel muito importante na biosfera por
reciclar a celulose, que ¢ o carboidrato mais produzido pelas plantas (BEGUIN & ANBERT,
1993), por acelerar a decomposicao de matéria organica presente no solo. Além disso, a atividade
celulolitica dos isolados bacterianos pode estar relacionada com a capacidade de penetracdo nas
plantas, apresentando assim um importante papel ecoldgico na interagdo com plantas. Segundo
Cho et al., (2007), bactérias endofiticas de diversas espécies, como Bacillus sp., Pseudomonas,
Paenibacillus etc, possuem atividade celulolitica além de outras atividades enzimaticas, sendo
este um indicativo de que bactérias endofiticas sdo capazes de colonizar tecidos internos de
plantas devido suas atividades enzimaticas, respaldando o resultado encontrado neste estudo, em
que 78% dos isolados bacterianos, obtidos de tecidos internos de plantas, apresentam atividade
celulolitica.

Diversas espécies de Bacillus como o B. cereus (THAYER & DAVID, 1978), B. subtilis
(ROBSON & CHAMBLISS, 1984), B. licheniformis (DHILLON et al., 1985) e Bacillus sp.
KSM-330 (OZAKI & ITO, 1991) sao conhecidas por secretar celulase. Segundo o estudo de
Ladeira et al. (2015), um isolado de Bacillus sp. produziu celulase em meio liquido na presenga
de bagaco de cana-de-agucar e em liquido proveniente da macera¢ao de milho. A figura 9 mostra
algumas estirpes que foram capazes de degradrar o CMC presente no meio de cultura. O
detalhamento dos resultados obtidos encontra-se no ANEXO II.
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Figura 9. Estirpes bacterianas apresentando atividade celulolitica ap6s tratamento das culturas
crescidas em meio CMC com solugdo de iodine. (A) Estirpe S76; (B) Isolado 2; (C) Isolado 8;
(D) Isolado 11; (E) Isolado 20; (F) Isolado 22; (G) Isolado 40; (H) Isolado 73; (I) Isolado 87; (J)
Isolado 42 C. (a) Meio de cultura corado com iodine (parte em que ndo houve degradaciao de
celulose); (b) Halo de degradacao de celulose.

5.5.2 Producao de compostos indolicos

Foi verificado que todos os isolados de tomateiro foram capazes de produzir indols (32
isolados). No entanto, somente os isolados 18 (B. megaterium), 154 (B. cereus) e 178 (B. cereus)
apresentaram produgdo significativa de auxina, produzindo cerca de 18,5 pg.mL!, 30,4 ug.mL" e
18,8 ug.mL"! respectivamente (Figura 10) e o isolado 22 (B. megaterium) apresentou produgio de
auxina inferior a 1,0 pg.mL"! (Figura 10)(ANEXO II).

Producdo de AIA (ug.mL-1)
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Figura 10. Concentracdo de auxina produzida pelas estirpes bacterianas mais promissoras
pertencentes as espécies B. megaterium (isolado 18), B. thuringiensis (isolado 22) e B. cereus
(isolados 154 e 178) crescida em meio NB (Nutrient Broth) com triptofano.

Os isolados que apresentaram maior produ¢do de auxina quando comparado aos demais
sdo pertencentes as espécies B. megaterium, B. thuringiensis e B. cereus. A producao de auxina
por estirpes pertencentes a espécie B. thuringiensis foi relatada por Raddadi et al. (2008). A
producdo de auxina por espécies tais como B. megaterium, B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B.
pumilus e B. cereus foi relatada por Ali et al. (2009). Almoneafy et al. (2014) também relataram
que bactérias das espécies B. amyloliquefaciens estirpe Aml (44,25 pug.mL-!) e estirpe D29
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(51,54 pg.mL-Y), B. subtilis estirpe D16 (53,21 pg.mL") e a estirpe H8 de B. methylotrophicus
(59,56pg.mL") também produziram auxina. Além disso, os autores observaram correlagdo
positiva entre a quantidade AIA produzida e o peso fresco e seco das plantas de tomate
inoculadas com as bactérias. O detalhamento dos resultados obtidos para todas as estirpes
encontra-se no ANEXO III.

5.5.3 Solubilizaciio de fosfato inorganico e zinco in vitro

A capacidade das bactérias em solubilizar fosfato inorganico (Ca3(PO4)2) foi verificado
para 20 isolados de tomateiro, enquanto que 6 isolados foram capazes de solubilizar o zinco
(Zn0O). As estirpes PAL 5 (G. diazotrophicus) e S76 (B. thuringiensis subsp. kurstaki) foram
capazes de solubilizar tanto fosfato quanto zinco. Além disso, 4 isolados origindrio do liquido do
apoplasto de plantas de cana-de-actcar apresentam capacidade de solubilizar fosfato inorganico
in vitro e 13 isolados apresentam capacidade de solubilizar 6xido de zinco (MELO et al.,
submetido). A figura 11 e 12 ilustram a capacidade de solubilizag¢do de fosfato inorganico e 6xido
de zinco in vitro, respectivamente. O detalhamento dos resultados obtidos para todas as estirpes
encontra-se no ANEXO III.

Figura 11. Estirpes bacterianas solubilizadoras de fosfato inorganico em meio NBRIP contendo
Ca3(PO4)2 como fonte de fosforo. (A) Estirpe PAL 5 (controle); (B) Isolado 11; (C) Isolado 25.
(a) Halo de solubilizacao de fosfato inorganico; (b) Colonia bacteriana.

Figura 12. Estirpes bacterianas solubilizadoras de zinco em meio NBRIP contendo ZnO como
fonte de zinco. (A) Estirpe PAL 5 (controle); (B) Isolado 2; (C) Isolado 20. (a) Halo de
solubilizacdo de zinco; (b) Colonia bacteriana.

As bactérias que solubilizaram fosfato pertencem as espécies B. thuringiensis, B.
megaterium, B. cereus, B. stratosphericus, P. barcinonensis, P. taichungensis ¢ um isolado nao
identificado filogeneticamente. Marra et al. (2012) e Rodriguez e Fraga (1999) também relataram
que bactérias do género Bacillus e Paenibacillus sao capazes de solubilizar fosfato inorganico.
Da mesma forma, Chen et al. (2006), Jorquera et al. (2008) e Wang et al. (2014) relataram que
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estirpes pertencentes as espécies B. amyloliquefaciens, B. megaterium, B. thuringiensis sao
capazes de solubilizar fosfato inorganico. Almoneafy et al. (2014) relataram que trés estirpes do
género Bacillus (B. amyloliquefaciens D29, B. amyloliquefaciens Aml e B. methylotrophicus H8)
foram capazes de solubilizar fosfato inorganico. No entanto, cabe ressaltar que a capacidade em
solubilizar fosfato inorganico seria mais efetiva em solos com deficiéncia do nutriente em sua
forma disponivel para as plantas.

As bactérias que solubilizaram 6xido de zinco pertencem as espécies B. thuringiensis, B.
megaterium, B. cereus, B. pumilus, P. taichungensis e B. subtilis. Segundo Saranavan et al.
(2003) bactérias do género Bacillus sdo capazes de solubilizar zinco in vitro. A capacidade de
bactérias deste género solubilizar zinco também foi relatada por Ramesh et al. (2014) e Sharma et
al. (2012). Segundo Saranavan et al. (2003) bactérias do género Pseudomonas sp. apresentam
maior potencial de solubilizagdo de zinco nas formas de carbonato de zinco e 6xido de zinco, ja
bactérias do género Bacillus apresentam maior potencial para solubilizar zinco na forma de
sulfeto de zinco. Como algumas estirpes estudadas ndo solubilizaram zinco, essa auséncia na
capacidade de solubilizar este micronutriente deve ser investigada, alterando a fonte de zinco
acrescido no meio de cultura, verificando assim se a forma do micronutriente influencia na
capacidade das bactérias em solubiliza-lo. Da mesma forma que a capacidade de solubilizar
fosfato, a capacidade das bactérias solubilizarem zinco ¢ mais interessante em solos com
deficiéncia de zinco em sua forma disponivel para as plantas.

5.5.4 Atividade proteolitica

Cerca de 35 estirpes foram capazes de degradar a proteina do leite (atividade proteolitica)
presente no meio de cultivo. A figura 13 mostra algumas estirpes que degradaram a proteina do
leite presente no meio de cultura pela producdo de protease. O detalhamento dos resultados
obtidos encontra-se no ANEXO III. Segundo Pant et al. (2015) bactérias do género Bacillus sdo
os principais produtores de proteases e¢ as industrias usam com frequéncia B. subtilis para
producdo em larga escala de proteases e outras enzimas. Basurto-Cadena et al. (2011) relataram a
producdo de proteases in vitro por uma estirpe de B. subtilis e também avaliaram o controle
biologico desta estirpe contra fungos de importancia econdmica em casa de vegetacdo. Os autores
constataram que a produ¢do de protease pode ter implicado na atividade antagonistica contra os
fungos e bactérias patogénicas.
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Figura 13. Exemplos de estirpes bacterianas com atividade proteolitica. (A) Estirpe PAL 5
(controle); (B) Estirpe S76; (C) Isolado 17; (D) Isolado 25; (E) Isolado 40; (F) Isolado 51; (G)
Isolado 146; (H) Isolado 154; (I) Isolado 178; (J) Isolado 38 C. (a) Halo de degradagdo da
proteina do leite; (b) Coldnia bacteriana.

O resultado sumarizado das caracteristicas funcionais das estirpes estudados tais como
atividade proteolitica e celulolitica, capacidade de solubiliza¢ao de fosfato inorganico e 6xido de
zinco e capacidade de produgdo de indols esta apresentado na tabela 8. Com base na avalia¢ao
das caracteristicas funcionais das estirpes bacterianas estudadas pode-se observar que 72% das
estirpes possuem atividade proteolitica, 78% possuem atividade celulolitica, 48% solubilizam
fosfato inorgénico, 42% solubilizam 6xido de zinco e 40,8% sdo capazes de produzir indols.
Apenas os isolados 154 (B. cereus), 42 C (P. taichungensis) e a estirpe S76 (B. thuringiensis
subsp. kurstaki) possuem todas as caracteristicas funcionais avaliadas. Por outro lado, 6 isolados
(137, 178, 27 C, 28 C, 32 C e 33 C) apresentam quatro das cinco caracteristicas funcionais
avaliadas e 20 estirpes bacterianas (PAL 5, 2, 8, 15, 17, 20, 21, 22, 24, 25, 28, 29, 32, 51, 87,
113.1, 3 C, 8 C, 36 C e 48 C) possuem pelo menos trés caracteristicas funcionais. Os demais
isolados apresentam duas caracteristicas funcionais, exceto os isolados 16 (B. megaterium) e o
isolado 33 (B. stratosphericus) que apresentaram apenas atividades celulolitica e proteolitica,
respectivamente.
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Tabela 8. Resultado sumarizado das caracteristicas funcionais das estirpes bacterianas

Atividades funcionais

Isolado

Protease

Celulase

Fosfato

Zinco

Indols

Sp2452
PAL 5
S76
2
8
10
11
12
15
16
17
18
20
21
22
24
25
26
27
28
29
32
33
40
48
51
73
87
102
113.1
119
137
146
154
178
3C
8C
12C
20C

+
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+
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21C - + _k % L
22C - - _k 4% 4%
23C - - =¥ +* +*
27C + + i +¥ +*
28 C + + i +¥ +*
32C + + i +¥ +*
33C - + ok o ok
36 C - - ¥ ¥ ¥
38C + - =¥ +* -*
42 C + + ok +¥ +*
48 C + - * + +

AAzospirillum brasilense estirpe Sp245, usada nos testes para caracterizagdo da mesma.
na - estirpes nao avaliadas nos testes.

* Resultado obtido por Melo et al., submetido (Tabela 2)

Simbolo: (+) positivo e (-) negativo para a caracteristica funcional.

5.6 Sele¢ido de Genoétipo de Tomateiro Suscetivel a F. oxysporum f. sp. lycopersici

A inoculagdo das trés racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici em tomateiro (hibrido
Débora Plus, hibrido Santa Clara Miss Brasil, variedade Perinha e variedade Carolina) mostrou
que a variedade Perinha apresenta maior suscetibilidade as trés ragas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici visto que as plantas encontravam-se totalmente murchas e algumas plantas estavam
tombadas e com todo o sistema vascular escuro aos 15 dias apo6s a inoculagao (Figura 14). Em
adicdo, as ragas 1 e 3 causaram maior severidade nas variedades Perinha e Carolina enquanto que
as plantas do hibrido Santa Clara Miss Brasil apresentaram coloracdo escura no tratamento com
as racas 2 ¢ 3 do fungo. No entanto, ao colocar fragmentos das plantas do hibrido Santa Clara
Miss Brasil crescidas na presenca da raga 1 em placas de Petri contendo meio BDA (Batata-
Dextrose-Agar) foi observado o crescimento do fungo, indicando que o mesmo estava presente
nas plantas, porém os sintomas da doenc¢a ainda ndo tinham aparecido nas plantas. O hibrido
Débora Plus nao apresentou doenga quando crescida em substrato contendo as trés racas do fungo
e da mesma forma nao houve crescimento do fungo quando fragmentos da planta foram
colocados em meio BDA (Tabela 9).
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Figura 14. Aspecto visual de plantas de tomateiro 15 dias apds o transplantio para copos
contendo substrato contaminado com as racas 1 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici. (A)raca 3
(cultivar Perinha) (B) raca 3 (cultivar Carolina) (C) raga 1 (cultivar Perinha) (D) raga 1 (cultivar
Carolina).

Tabela 9. Extensdao da colonizacdo das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici nos
gendtipos de tomateiro Carolina, Débora Plus, Perinha e Santa Clara Miss Brasil avaliadas 15
dias apds o transplantio para substrato contaminado

Extensdo de Colonizagao (%)

Tratamentos Carolina Débora Perinha Santa Clara
Controle (substrato ndo contaminado) 0ADb 0Aa 0ADb 0ADb
Raga 1 87,8Aa 0Ba 79,8Aa 0Bb
Raca 2 17,2Ab  0Aa 34,9Ab 20Aab
Raga 3 83,1Aa 0Ba 100,0Aa 59,8Aa
CV(%) 59,05

Me¢édias seguidas de letras maiusculas nas linhas e mintsculas nas colunas ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos neste ensaio contrastam com as informacdes fornecidas pelos
produtores das sementes. Esperava-se que a variedade Carolina fosse resistente as ragas 1 e 2 do
fungo, mas as plantas dessa variedade foram suscetiveis a raga 1 e também apresentaram pouca
resisténcia a raca 2. Em relag¢do ao hibrido Santa Clara Miss Brasil, ndo foi observado sintoma de
colonizacdo da raga 1 na planta, mas o mesmo apresentou crescimento em meio de cultura
quando foi inoculado fragmentos da planta, sugerindo que o fungo ja havia colonizado os tecidos
da planta, mas nao foi capaz de causar doenca. A presenc¢a do fungo nao inviabiliza a resisténcia
desse hibrido, mostrando que o hibrido Santa Clara Miss Brasil ¢ resistente a raca 1 de F.
oxysporum f. sp. lycopersici. As ragas do fungo sdo separadas de acordo com a habilidade que o
fungo apresenta em infectar e causar doenca em diversas cultivares de tomateiro que possuem
genes em diferentes loci de resisténcia (SOUZA et al., 2010). Essa caracteristica genética pode
explicar os resultados encontrados neste estudo onde alguns genotipos apresentaram maior
suscetibilidade a determinada raca do fungo do que outra.

Com base nos resultados obtidos no teste para selecdo de gendtipos suscetiveis as trés
racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici a variedade Perinha foi escolhida para os testes de
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biocontrole uma vez que a mesma apresentou suscetibilidade as trés ragas do fungo.

5.7 Efeito da Inoculacao de Bactérias em Tomateiro da Variedade Perinha e Avaliacao
da Protecio as Racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici

A andlise das plantas coletadas no experimento com a raga 1 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici mostrou que 28 isolados bacterianos proporcionaram uma menor infec¢ao do fungo
quando comparadas as plantas do tratamento testemunha, sem a inoculacdo de bactérias e
crescidas em substrato contaminado com o fungo (Tabela 10). Em adi¢do, 8 estirpes promoveram
um maior crescimento nas plantas de tomate em substrato ndo contaminado enquanto que 17
estirpes promoveram maior crescimento nas plantas de tomate em substrato contaminado com o
fungo (Tabela 10).
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Tabela 10. Analise do comprimento das hastes e porcentagem de infec¢do de plantas de tomateiro da variedade Perinha crescidas em
substrato infestado com a raga 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

. . Comprimento das Hastes Porcentagem de Infec¢io (%)
T Isolados Origem Substrato nao contaminado Substrato contaminado com Fol. Raga 1 Substrato contaminado com Fol. Raga 1
1" controle - 14.48 a5 7.60 al 23,04
2 S76 - 19.43 a6 10.77 a2 25,46
3 PALS5 - 16.59 a6 12.70 a3 14,53
4 2 18.06 a6 12.23 a3 33,70
5 8 11.89 a4 11.56 a3 34,68
6 10 9.11a3 10.11 a2 34,38
7 11 12.34 a4 13.18 a3 33,18
8 12 7.48 a2 18.33 a5 19,19
9 15 6.04 al 16.87 a5 40,50
10 16 7.38 a2 17.11 a5 24,22
11 17 10.87 a3 11.65 a3 21,45
12 18 14.99 a5 11.56 a3 27,10
13 20 Tomateiro 9.53 a3 12.94 a3 23,29
14 21 8.72 a2 12.57 a3 36,16
15 22 4.54 al 7.90 al 10,27
16 24 12.45 a4 14.13 a4 13,26
17 25 15.26 a5 14.86 a4 38,45
18 26 14.69 a5 15.16 a4 39,28
19 27 14.71 a5 15.62 a4 32,31
20 28 11.78 a4 15.12 a4 39,85
21 29 12.37 a4 11.75 a3 1,73
22 32 13.32 a4 11.16 a3 20,84
23 33 10.71 a3 9.62 a2 6,20
24 32C 12.03 a4 10.51 a2 7,57
25 20C 12.37 a4 10.48 a2 9,69
26 23C 11.20 a3 13.76 a3 25,25
27 22C 11.34 a3 12.84 a3 11,50
28 3C 11.94 a4 15.13 a4 30,53
29 42C 9.96 a3 12.16 a3 24,51
30 36C C:;fcgf 11.24 a3 14.88 a4 17,52
31 12C 13.26 a4 15.31 a4 17,12
32 28 C 14.60 a5 10.41 a2 28,96
33 33C 13.95 a5 13.60 a3 17,66
34 48 C 9.67 a3 13.06 a3 22,08
35 21C 12.11 a4 12.38 a3 16,91
36 38C 7.35a2 12.35a3 10,49
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

27C
8C
40
48
51
73
87
102

113.1
119
137
146
154
178

Tomateiro

9.36 a3
7.88 a2
8.37 a2
8.45 a2
7.81 a2
10.85 a3
10.05 a3
9.21 a3
10.04 a3
10.23 a3
12.85 a4
11.19 a3
13.16 a4
13.70 a5

11.64 a3
18.84 a5
18.16 a5
17.35 a5
17.45 aS
11.66 a3
14.67 a4
12.39 a3
14.55 a4
12.52 a3
13.41 a3
11.33 a3
11.53 a3
10.62 a2

25,14
25,03
22,68
16,90
21,73
9,78
14,23
16,94
12,82
25,15
21,87
14,14
13,68
15,63

CV (%) = 24,46

Teste de Scott-Knott (1974) a 5% de significancia
! Tratamentos do experimento com raga 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

* Testemunha: sem inoculacio de bactéria
As maiores médias quando comparadas com a testemunha estdo destacadas em negrito
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Baseando-se nos resultados do ensaio realizado com a raga 1 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici foram selecionadas algumas bactérias para os ensaios com as racas 2 ¢ 3 do fungo.
Estas bactérias foram selecionadas de acordo com a capacidade de induzirem resisténcia e/ou
promoverem o crescimento das plantas de tomateiro variedade Perinha na presenca do fungo
(Tabela 11).

Tabela 11. Caracteristicas de biocontrole e promog¢do de crescimento das bactérias selecionadas

no ensaio com a raga 1 de F. oxysporum f. sp. lycopersici para os ensaios de antagonismo contra

as racas 2 e 3 do fungo
Tratamentos no

. Estirpes Caracteristicas observadas nas plantas do ensaio com raca 1
ensaio com raca 1
2 S76 Promogao de crescimento
3 PALS Promocgao de crescimento Na auséncia do fungo
4 2 Promogao de crescimento
g 12 Promocgao de crescimento / Infeccao
baixa
9 15 Promogao de crescimento Na presenga do fungo
10 16 Promocgao de crescimento
15 22 Infecgdo baixa
Promocgao de crescimento / Infeccao
16 24 .
baixa
17 25 Promocgao de crescimento
18 26 Promogao de crescimento Na presenca e auséncia do
19 27 Promogao de crescimento fungo
20 28 Promogao de crescimento
21 29 Infe¢do baixa
23 33 Infegdo baixa
24 32C Infe¢do baixa
25 20C Infecdo baixa
31 12C Prgmogao de crescimento / Infecg¢ao
baixa
38 8C Promogao de crescimento
39 40 Prgmogao de crescimento / Infecgao
baixa Na presenga do fungo
Promocgao de crescimento / Infeccao P ¢ &
40 48 )
baixa
Promocgao de crescimento / Infecgao
41 51 .
baixa
42 73 Infecgdo baixa
43 ’7 Prgmogao de crescimento / Infecg¢ao
baixa
45 113.1 Prgmogao de crescimento / Infecgdo
baixa

A andlise das plantas coletadas no experimento com a raga 2 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici mostrou que 13 isolados bacterianos proporcionaram uma maior protecdo (menor
infec¢do) ao fungo quando comparadas as plantas do tratamento testemunha, sem a inoculagao de
bactérias e crescidas em substrato contaminado com o fungo. Em adigdo, 7 estirpes promoveram
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um maior crescimento de hastes de plantas de tomateiro em substrato ndo contaminado enquanto
que 10 estirpes promoveram maior crescimento nas plantas de tomateiro em substrato
contaminado com o fungo (Tabela 12).

A andlise das plantas coletadas no experimento com a raga 3 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici mostrou que 12 isolados bacterianos proporcionaram uma maior prote¢do (menor
infecc¢ao) ao fungo quando comparadas as plantas do tratamento testemunha (sem a inoculagdo de
bactérias e crescidas em substrato contaminado com o fungo) e 6 estirpes promoveram um maior
crescimento das hastes de plantas de tomateiro em substrato ndo contaminado enquanto que
apenas 3 estirpes promoveram maior crescimento das hastes de plantas de tomateiro em substrato
contaminado com o fungo (Tabela 13).
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Tabela 12. Andlise do comprimento das hastes e porcentagem de infeccdo de plantas de tomateiro da variedade Perinha crescidas em
substrato infestado com a raca 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

! Isolados Origem Comprimento das Hastes Porcentagem de Infecciio (%)
Substrato ndo contaminado Substrato contaminado com Fol. Raca 2 Substrato contaminado com Fol. Raca 2
1" controle - 10.49 a2 11.51 a3 2,78
2 S76 - 10.37 a2 12.44 a3 5,19
3 PAL 5 - 12.61 a3 13.65 a3 2,64
4 2 12.61 a3 15.73 a4 1,88
5 12 13.52 a3 15.72 a4 7,35
6 15 17.00 a4 16.81 a4 0
7 16 13.16 a3 10.45 a2 8,16
8 22 10.68 a2 17.57 a4 0
9 24 Tomateiro 9.30 a2 16.52 a4 0
10 25 8.72 a2 8.90 a2 3,91
11 26 9.58 a2 6.75 al 0
12 27 9.37 a2 6.18 al 22,50
13 28 9.76 a2 7.46 al 1,35
14 29 10.35 a2 9.22 a2 0,69
15 33 8.80 a2 10.79 a2 0
16 32C 10.94 a2 10.11 a2 0
17 20C Cana-de- 483 al 12.86 a3 0,97
18 12C agucar 5.67 al 13.28 a3 1,78
19 8C 5.35al 12.08 a3 6,02
20 40 5.30al 7.86 a2 10,11
21 48 5.56 al 6.59 al 9,63
22 51 Tomateiro 541 al 8.70 a2 0
23 73 6.45al 8.52 a2 77,30
24 87 5.56al 5.66 al 12,27
25 113.1 6.26 al 6.61 al 19,80

CV (%)=27,93

Teste de Scott-Knott (1974) a 5% de significancia

! Tratamentos do experimento com raga 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

* Testemunha: sem inoculagdo de bactéria

As maiores médias quando comparadas com a testemunha estdo destacadas em negrito

44



Tabela 13. Analise do comprimento das hastes e porcentagem de infec¢do de plantas de tomateiro da variedade Perinha crescidas em
substrato infestado com a raga 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

T Isolados Origem Comprimento das Hastes Porcentagem de Infec¢iio (%)
Substrato nao contaminado Substrato contaminado com Fol. Raga 3 Substrato contaminado com Fol. Raca 3
1" controle - 8.62 a3 8.27 a3 49,42
2 S76 - 9.89 a3 9.44 a3 44,04
3 PAL 5 - 13.05 a4 9.18 a3 52,82
4 2 15.06 a5 12.73 a4 26,62
5 12 14.17 a5 11.78 a4 32,98
6 15 16.02 a5 13.11 a4 32,13
7 16 15.46 a5 6.32 a2 95,00
8 22 12.47 a4 5.55a2 94,20
9 24 Tomateiro 9.83 a3 4.62 a2 93,50
10 25 8.93 a3 5.72 a2 98,00
11 26 6.34 a2 2.50 al 85,67
12 27 7.97 a3 5.12 a2 26,03
13 28 8.55a3 2.36 al 95,00
14 29 9.48 a3 5.83 a2 18,72
15 33 10.28 a3 0.77 al 93,00
16 32C 10.38 a3 0.70 al 76,90
17 20C Cana-de- 10.07 a3 0.91 al 87,20
18 12C acticar 9.63 a3 1.36 al 93,40
19 8C 10.76 a3 1.51 al 98,00
20 40 1.00 al 8.33a3 22,54
21 48 1.55al 9.07 a3 32,75
22 51 Tomateiro 11.02 a3 9.09 a3 32,45
23 73 11.02 a3 9.08 a3 33,30
24 87 11.01 a3 9.00 a3 32,40
25 113.1 0.80 al 9.54 a3 14,93

CV (%)=27,93

Teste de Scott-Knott (1974) a 5% de significancia

! Tratamentos do experimento com raca 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

* Testemunha: sem inoculagdo de bactéria

As maiores médias quando comparadas com a testemunha estdo destacadas em negrito
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A avaliagdo quanto ao incremento de massa fresca mostrou que quatro isolados
bacterianos proporcionaram maior incremento de massa fresca nos tomateiros crescidos em
substrato ndo contaminado com a raca 1 do fungo em relacdo as plantas ndo inoculadas. J& em
substrato contaminado com a raga 1 do fungo foi observado um maior incremento de massa
fresca em relagdo a testemunha para 17 isolados bacterianos (Tabela 14). Em relacdo ao
incremento de massa fresca no experimento com a raga 2, foi observado que 5 isolados
promoveram maior incremento de massa fresca comparado ao controle na auséncia do fungo e 9
isolados promoveram maior incremento de massa fresca na presenca da raga 2 do fungo (Tabela
14). Ja no experimento com a raga 3 do fungo, 14 isolados proporcionaram maior incremento de
massa fresca em substrato ndo contaminado com o fungo e 4 isolados foram capazes de
proporcionar maior incremento de massa fresca na presenca da raga 3 de F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Tabela 14).

Tabela 14. Analise de acimulo de massa fresca de tomateiros crescidos na presenca e auséncia
das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici
Massa fresca da parte aérea (g)

I Origem Fol. Raga 1 Fol. Raga 2 Fol. Raga 3
Inoculacio
Sem Com Sem Com Sem Com
T - 3.176 a2 0.873 al 2.054 a3 2.182 a3 1.305 a2 2.165 a4
576 - 4.536 a2 1.766 al 1.853 a3 1.861 a3 1.240 a2 2.281 a4
PAL5 - 3.046a2  2.172al 357543 2.300 a3 1.875 a3 1711 a3
2 4.117a2  2.086al 2.250 a3 2.609 a3 2.011 a3 2.734 a4
8 1.625 al 2.066 al x x * *
10 2.003 al 1.725 al x x x .
11 3.109 a2 2.124al x * * *
12 0.993al  3.778 a2 2.460 a3 2.765 a3 2.186 a4 2.419 a4
15 0.649 al 3.794 a2 4.034 a4 3.421 a4 2.266 a4 2.799 a4
16 0.938 al 3.333 a2 2.031a3 1.797 a3 2.876 a4 1.298 a2
17 1.620 al 1.599 al x x * *
18 3.772 a2 1.625al x x * *
20 . 1.451 al 2.216al x x * *
o OO a6l 2.576al x x x *
22 0.908 al 1.005 al 1.875 a3 4.161 a4 1.762 a3 1.030 a2
24 1.857 al 2.692al 1.398 a2 4.139 a4 1.372 a2 0.629 al
25 3.210 a2 3.155a2 1.527 a2 1.530 a2 1.523 a3 1.256 a2
26 2.692 a2 2.951 a2 1.807 a3 0.786 al 0.814 a2 0.563 al
27 2.748 a2 2.579 al 1.457 a2 0.624 al 1.036 a2 0.796 a2
28 1.896 al 3.119 a2 2.044 a3 0.830 al 1.171 a2 0.304 al
29 2.722 22 1.958 al 1.940 a3 1.157 a2 1211 a2 0.754 a2
32 2.822a2 1.787 al x x x *
33 1442al  1402al 1.571 a2 1.628 a2 1228 a2 0.113 al
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32¢C 1753 al 1.941 al 2.613 a3 1.294 a2 1.370 a2 0.108 al

20¢C 2.165al 1.862 al 0.552al 2.199 a3 1.370 a2 0.120 al
23C 1.654 al 2.810al x x * *
2C 2.020 al 2.136 al x * * *
3C 2.069 al 3.439 a2 x x * *
42C 1350 al 2.156 al x x x *
36 C 2.144 al 3.453 a2 x x x *
12¢ C:;fcgre © o 3.090a2 330222 0652al 235423 1269 a2 0.158 al
28C 3.135 a2 1.830al x x * *
33C 2.749 a2 2212al x * * *
48 C 1.661 al 2.678 al x * * *
21C 2.870 a2 2.707 al x x x *
38C 0.930 al 2.689 al x * * *
27C 1.608 al 2,502 al x x * *
8C L119al  4.976 a2 0.546 al 2.615 a3 1.497 a3 0.225al
40 1.218 al 3.998 a2 0.519al 0913 al 0.154 al 1.489 a3
48 1.182 al 4.541 a2 0.504 al 0.701 al 0.176 al 1.200 a2
Sl 0.993 al 4.048a2 0.563 al 1363 a2 1.945 a3 1356 a2
73 2.539 a2 2.341 al 0.645 al 1.563 a2 1.995 a3 1.111 a2
87 1.441 al 3.585a2 0.507 al 0.727 al 2.344 a4 1362 a2
102 1.441 al 2351 al x « * *
Tomateiro
113.1 1.956 al 3.673 a2 0.646 al 1.167 a2 0.096 al 1.572 a3
119 1.872al 3.081 a2 x x * *
137 2.887 a2 3.008 a2 x x * *
146 2.272al 2.401 al x x * .
154 2.705 a2 2.123 al x x « *
178 2.635 a2 2.432al * « « *
CV (%) = 60,74 CV (%) =56,21 CV (%) =56,21

Teste de Scott-Knott (1974) a 5% de significancia

I'- Isolados bacterianos

2 - Testemunha: Sem inoculacdo de bactéria

* Isolados ndo selecionados para teste com raga 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici
As maiores médias estdo destacadas em negrito

Com base nos resultados obtidos nos experimentos em casa de vegetacdo com as trés
racas de F. oxysporum f. sp. lycopesici foram selecionadas alguns isolados bacterianos com
potencial de controle as ragas 1, 2 e 3 do fungo e/ou de promocao de crescimento. Os isolados
bacterianos selecionados e suas caracteristicas funcionais estdo descritas na tabela 15.
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Tabela 15. Bactérias selecionadas de acordo com caracteristicas funcionais, promog¢ao de crescimento e controle das ragas de F.
oxysporum f. sp. lycopersici

Raca do Similaridade com banco Antagonismo Antagonismo Promocgao de

fungo Isolado de dados (16S RNAr) Indols’ Pi* Zn’ Celulase® Protease’ in vitro® naplanta’  crescimento®
Raga | 29 Bacillus stratosphericus - + - + + + 98,27 54,6

33 Bacillus stratosphericus - - - - + + 93,25 26,57
Raga 2 15 Bacillus megaterium - + - + + + 100 46,04

22 Bacillus thuringiensis + - - + + + 100 52,64
Raca 3 2 Bacillus thuringiensis - - + + + + 73,38 53,92

15 Bacillus megaterium - + - + + + 67,85 58,52

' Produgio de auxina

2 Solubilizagdo de fosfato inorganico

3 Solubilizagio de 6xido de zinco

4 Atividade celulolitica

3 Atividade proteolitica

6 Agdo direta (método de estrias)

7Valores de porcentagem de controle do fungo

8 Valores de porcentagem de promogéo de crescimento em relagio ao controle
Simbolo: (+) positivo e (-) negativo para a caracteristica funcional
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Os isolados bacterianos foram selecionados de acordo com a habilidade em reduzir a
infec¢do das plantas da variedade Perinha para cada raga de F. oxysporum f. sp. lycopersici. As
bactérias selecionadas como potenciais agentes de biocontrole para raca 1 promoveram controle
de pelo menos 93,25% nas plantas. As bactérias selecionadas como agentes de biocontrole para
raca 2 promoveram total controle ao fungo, garantindo 100% de protecdo das plantas e as
bactérias selecionadas como agentes de biocontrole para raga 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici
promoveram controle de pelo menos 67,85% das plantas quando comparado ao tratamento sem
inoculacdo do fungo. Resultados positivos para controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici foram
relatados por Nascimento (2009) e Rocha e Moura (2013), variando de 22,5 a 76% de controle
utilizando bactérias das espécies B. cereus, B. polymyxa, B. lentus, Bacillus sp. e B. pumilus
como agentes de biocontrole. Prashar et al. (2013) também relataram que a bactéria B. subtilis,
isolada da rizosfera de plantas saudéveis de tomateiro, apresentou metabolismo antagonico a F.
oxysporum em testes in vitro. O uso de B. cereus como antagonista a F. oxysporum f. sp.
lycopersici também foi avaliado por Ferraz et al. (2014) que relataram que isolado bacteriano
reduziu em 47% os sintomas de murcha-de-fusario em caule de tomateiro em casa de vegetacao,
mostrando que bactérias desse género sao potenciais agente de biocontrole.

Uma das hipdteses para o controle das racas de F. oxysporum f. sp. lycopersici pelos
isolados bacterianos pode ser devido a producdo de protease pelas estirpes, visto que essa foi
uma caracteristica observada para a maioria dos isolados selecionados. Segundo Basurto-Cadena
et al. (2011) a produgao de proteases in vitro por uma estirpe de B. subtilis pode ser responsavel
pela atividade antagonistica contra os fungos e bactérias patogénicas. A promoc¢ao de crescimento
em tomateiro pelas estirpes selecionadas pode ter eventualmente ocorrido devido a producdo de
indols, solubilizag¢ao de fosfato inorganico e zinco, ja que quatro das cinco bactérias selecionadas
apresentaram algumas dessas caracteristicas funcionais, sendo essas caracteristicas importantes
na promoc¢ao de crescimento de plantas conforme demonstrado por (BASURTO-CADENA et al.,
2011; ALMONEAFY et al., 2014). O tnico isolado (33 - B. stratosphericus) que nao apresentou
essas caracteristicas funcionais, promoveu menor crescimento das plantas quando comparado a
promogao de crescimento proporcionado pelas outras estirpes selecionadas. Cabe ressaltar que o
substrato utilizado nos experimentos em casa de vegetacao nao era deficiente em fosforo e zinco
e portanto o efeito observado da contribuicdo das bactérias quanto a solubilizacdo destes
nutrientes evidentemente ndo seria significativa nessas condigdes. Estudos futuros devem ser
realizados com o objetivo de identificar outras caracteristicas funcionais envolvidas no controle
de fungos tais como a atividade quitinolitica como demonstrado para o controle de Phoma
medicaginis (SLIMENE et al., 2015) e produgdo de acido cianidrico conforme demonstrado para
o controle in vitro do fungo Phytophthora infestans (HUNZIKER et al., 2015). Estas
caracteristicas precisam ser estudadas a fim de identificar o fator ou os fatores que contribuem
para o controle do fitopatogeno. Além disso, deve-se confirmar o carater endofitico das estirpes
estudadas. Para isso, as bactérias podem ser marcadas com gene gfp (PARENTE, 2007). E no
caso das bactérias que apresentaram alta similaridade com a espécie B. thuringiensis € preciso
confirmar se essas estirpes sao portadoras de genes cry como estudo realizado Gitahy et al.
(2007), que demonstraram a presenca dos genes crylAa, crylAb, cry2Aal e cry2Ab2 na estirpe
S76 da bactéria B. thuringiensis subsp. kurstaki.

Estudos em condi¢des de campo com os isolados bacterianos selecionados para controle
das ragas 1, 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici para avaliar a viabilidade de uso dessas
estirpes como potenciais agentes de controle bioldgico em areas produtoras de tomate também
precisam ser realizados. Sugere-se ensaios de prote¢do de plantas com misturas (duas até cinco
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bactérias) de Bacillus selecionados acima a fim de desenvolver inoculante para ser utilizado por
viveiristas na producao de mudas de tomateiro.

6 CONCLUSOES

- Foi observado uma alta diversidade de espécies do género Bacillus no interior dos tecidos de
plantas de tomate, sendo a espécie B. megaterium a mais frequente;

- As variedades de tomateiro Perinha e Carolina apresentaram suscetibilidade as ragas 1,2 e 3 do
fungo, porém a variedade Perinha foi a que apresentou maior suscetibilidade. O hibrido Santa
Clara Miss Brasil apresentou resisténcia a raga 1 e o hibrido Débora Plus apresentou resisténcia
as ragas 1, 2 e 3 do fungo no teste de selecdao de gendtipos suscetiveis;

- Testes in vitro mostraram uma redug¢do no crescimento dos fungos por algumas estirpes
bacterianas pelo método de agdo direta (estrias paralelas);

- Tomateiros tratados com a espécie B. stratosphericus contribuiu para controle da doenca de
pelo menos 93,25% quando cultivados em substrato infestado com a raga 1 de F. oxysporum f.
sp. lycopersici;

- Tomateiros tratados com estirpes pertencentes as espécies B. megaterium e B. thuringiensis em
substrato infestado com raca 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici ndo desenvolveram sintoma de
murcha aparente, garantindo 100% de controle. Essas espécies também contribuiram para
controle da doenga de pelo menos 67,85% em substrato infestado com a raca 3 do fungo;

- A estirpe da espécie B. megaterium (isolado 15) pois foi capaz de controlar a doenga causada
pelaraga 2 e 3 de F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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ANEXOS
ANEXO I - Preservacio de bactérias isoladas de tomateiro
a) Preservacio em glicerol 10%

O uso do glicerol consiste em preservar e reduzir efeitos decorrentes do congelamento
(POLGE et al., 1949). Para a preservagao das bactérias isoladas um dos métodos utilizados foi o
método de preservacdo em glicerol 10% estéril, utilizado na cole¢do de culturas da Embrapa
Agrobiologia. Este método de preservacdo consiste em crescer as bactérias em placas de Petri
contendo meio LB so6lido (Luria Bertani Broth - 1g de triptona, 0,5g de extrato de levedura, 1g de
NaCl e 15g.L-1 de 4gar adicionados a 1000mL de agua destilada, pH 7,0) (SAMBROOK et al.,
1989) por periodo de 16 horas a 30°C. Apos o crescimento foram colocados cerca de 3mL de
uma solucao de glicerol 10% estéril sobre a placa de Petri com a cultura crescida. Foi feito uma
homogenizacao e ImL da solu¢do homogeneizada foi transferido para tubos de criopreservagao e
ImL transferidos para tubos com capacidade de 1,5mL, estes foram armazenados a -70°C ¢ a -

20°C, respectivamente.

b) Preservacio em dleo mineral

A preservagdo em Oleo mineral consiste em reduzir a quantidade de oxigénio disponivel
no meio, reduzindo o metabolismo do microorganismo (RHODES, 1957; ROMEIRO, 2006).
Segundo Canhos et al. (2004), este método de preservacdo garante maior longevidade das
bactérias, além de reduzir a velocidade de desidrata¢do do meio de cultura devido a diminuicdo
de oxigénio. O método de preservacao utilizado ¢ o mesmo utilizado na cole¢dao de cultura da
Embrapa Agrobiologia. Para a estocagem em o6leo mineral as bactérias foram crescidas em
frascos estéreis com capacidade de 10mL contendo metade do volume de meio LB so6lido (Luria
Bertani Broth - 1g de triptona, 0,5g de extrato de levedura, 1g de NaCl e 15g.L-1 de agar
adicionados a 1000mL de agua destilada, pH 7,0) (SAMBROOK et al., 1989) por periodo de 48
horas a 30°C. Apds o crescimento foram colocados cerca de 2mL de 6leo mineral estéril sobre a
cultura crescida, o frasco foi vedado com tampa de borracha estéril e armazenados a temperatura

ambiente.
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ANEXO II - Curva de calibrag¢io de auxina (uM.mL")
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Figura 1. Curva de calibragdo de auxina (uM.mL"") com valores de absorbancia em fungdo da
concentracao de auxina. Cada ponto representa a média de trés repetigoes.
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ANEXO III - Avaliacao das caracteristicas funcionais das estirpes bacterianas

Tabela 1. Avaliagdo das caracteristicas funcionais das estirpes bacterianas

Avaliacao das caracteristicas funcionais

Isolado Protease (mm) Celulase (mm) Fosfato (I.S.) Zinco (I.S.) Indols (D.O.)

Sp2452 13,63 12,16 0,000 0,000 0,056
PAL S 21,55 0,00 2,606 3,447 na
S76 18,89 47,37 1,681 1,624 0,054
2 15,23 46,28 0,000 2,135 0,018
8 13,39 44,73 1,306 0,000 0,056
10 0,00 30,53 1,117 0,000 0,046
11 0,00 46,09 1,258 1,917 0,038
12 15,30 32,90 0,000 0,000 0,013
15 15,08 32,07 1,088 0,000 0,043
16 0,00 32,74 0,000 0,000 0,012
17 25,32 31,06 1,000 0,000 0,007
18 0,00 31,18 0,000 0,000 0,102
20 0,00 64,22 1,406 2,168 0,023
21 14,95 32,74 1,128 0,000 0,022
22 18,43 48,74 0,000 0,000 0,086
24 16,52 45,96 1,535 0,000 0,021
25 25,59 32,14 1,527 0,000 0,014
26 16,93 32,84 0,000 0,000 0,059
27 15,28 0,00 1,414 0,000 0,052
28 0,00 43,86 1,387 2,367 0,058
29 16,23 32,99 1,167 0,000 0,060
32 14,75 40,63 1,325 0,000 0,060
33 18,90 0,00 0,000 0,000 0,054
40 25,46 4421 0,000 0,000 0,054
48 21,01 28,20 0,000 0,000 0,054
51 25,85 48,22 0,000 1,484 0,033
73 13,27 48,35 0,000 0,000 0,051
87 11,97 77,66 1,157 0,000 0,035
102 13,39 44,49 0,000 0,000 0,043
113.1 23,07 73,07 1,061 0,000 0,041
119 12,94 43,16 0,000 0,000 0,042
137 16,56 42,04 1,259 1,771 0,033
146 26,58 37,97 0,000 0,000 0,043
154 27,80 45,72 1,317 1,583 0,112
178 25,91 47,20 1,278 0,000 0,102
3C 0,00 0,00 * * *
8C 15,16 4,21 * * *
12C 0,00 0,00 * * *
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20C
21C
22C
23C
27C
28C
32C
33C
36 C
38C
42C
48 C

0,00
0,00
0,00
0,00
12,68
15,49
12,99
0,00
0,00
25,14
19,85
14,84

0,00
32,00
0,00
0,00
35,11
31,11
30,73
11,73
0,00
0,00
43,38
0,00

¥ K K K X X X X X X ¥ *

¥ K K K X X X X X X ¥ *

*O%k K K K K K K X K X *

* Estirpes bacterianas caracterizadas por Melo et al., submetido.
a - Estirpe Sp245 de Azospirillum brasilense

I.S. - indice de solubilizagdo (tamanho do halo formado/tamanho da colonia) (KUMAR &
NARULA, 1999)
na - ndo avaliada
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